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La urocortina es un péptido de 40 aminoácidos que pertenece a
la familia de péptidos relacionados con el factor de liberación de la
corticotropina (CRF) (Vaughan eí al., 1995). Esta familia comprende un
número de péptidos cuya función parece estar relacionada con la respuesta
del organismo al estrés. Desde hace años se ha estudiado la capacidad del
organismo para adaptarse a las situaciones de estrés y el papel que
desempeña la inadaptación al estrés en el desarrollo de ciertas
enfermedades. En 1981 se aisló y caracterizó el factor de liberación de
corticotropina (CRF) (Vale eí al., 1981), lo que contribuyó al conocimiento
de la respuesta al estrés en los seres humanos. Además de su función
como neurotransmisor y como sustancia neuroendocrina (Heinñchs & De
Souza, 1999; Dautzenberg eí al., 2001), el CRF puede unirse a sus
receptores periféricos y de esta manera participar en la regulación del
sistema cardiovascular y en la respuesta inflamatoria, todo ello relacionado
con la adaptación del organismo a las situaciones de estrés.
La familia de péptidos relacionados con el CRF comprende varias
sustancias tales como: la urocortina I (Vaughan et al., 1995), la urocortina II
(Hsu & Hsueh, 2001; Reyes et al., 2001), la urocortina III (Hsu & Hsueh,
2001; Lewis ef al., 2001), la urotensina I (Lederis ef al., 1982) y la
sauvagina de los anfibios (Montecucchi eí al., 1980). Todos estos péptidos
son homólogos y ejercen su función mediante su unión, con mayor o menor







FIGURA 1. Comparación de la secuencia de aminoácidos de la
urocortina (Urc), la urotensina de los peces (Urt-p), el factor liberador de la
corticotropina (CRF), la sauvagina de la rana (Svg) y la hormona diurética
del insecto Manduca sexta (Man-s). Se pueden observar las secuencias
aminoacídicas que son idénticas entre las distintas sustancias (color
naranja). Las secuencias están ordenadas de mayor a menor homología.
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El primer péptido de este grupo que se describió fue el CRF (Vale
eí al., 1981). Este péptido tiene 41 aminoácidos, se expresa en neuronas
del núcleo hipotalámico paraventricular cuyos axones proyectan a la
eminencia media para estimular la secreción de hormona
adrenocorticotropa (ACTH), y es esencial en el desarrollo de la
respuesta al estrés. El CRF representa, por tanto, el principal controlador
del eje hipotálamo-hipófis-glándulas adrenales en condiciones básales y de
estrés, y sus funciones son las que cabría esperar de su papel como
mediador de la respuesta al estrés. La activación del eje hipotálamo-
hipófis-glándulas adrenales ante un estímulo estresante se inicia en el
hipotálamo, que libera CRF hacia el sistema porta hipofisario. Una vez en
el lóbulo anterior de la hipófisis, el CRF regula la liberación de ACTH al
torrente sanguíneo para llegar a la corteza adrenal donde estimula la
producción de cortisol (Revisión Owens & Nemeroff, 1991). Además, el
CRF también se expresa en otras áreas cerebrales relacionadas con la
respuesta al estrés; por ejemplo con la activación del sistema nervioso
autónomo (Brown & Fisher, 1990; Heinrichs & Tache, 2001), la excitación
(Koob eí al., 1990) y la ansiedad (Heinrichs & Tache, 2001; Krysiak eí al.,
2000). Asimismo, el CRF se ha relacionado con otras funciones tales como
el control de la función cardiorrespiratoria (Fisher eí al., 1982), la
termogénesis del tejido adiposo marrón (LeFeuvre eí al., 1987), la
inhibición de la actividad del sistema digestivo (Taché eí al., 1990), la




La urocortina II (Hsu & Hsueh, 2001; Reyes eí al., 2001) es un
péptido de 38 aminoácidos al cual también se ha denominado péptido
relacionado con la estrescopina. La urocortina III (Lewis eí al., 2001),
también denominada estrescopina cuando se observa en los seres
humanos (Hsu & Hsueh, 2001), es un péptido de 38 aminoácidos. Tanto la
urocortina II como la urocortina III son capaces de disminuir la ansiedad, la
presión arterial y la excitación, y aunque su estudio prácticamente se está
iniciando sus efectos parecen estar mediados por la unión selectiva a
receptores CRF-R2.
La urotensina I (Ichikawa eí al., 1982; Lederis eí al., 1983) es un
péptido de 41 aminoácidos y se ha aislado en la médula espinal caudal y
en ia urotisis de los peces teleósteos. La sauvagina es un péptido de 40
aminoácidos aislado en la piel de una rana de América del Sur de la
especie Phyllomedusa sauvagiei (Montecucchi eí al., 1980). Tanto la
urotensina I como la sauvagina producen efectos similares a los que
producen el CRF o la urocortina; por ejemplo, estimulan la secrección de
hormona adrenocorticotropa (Rivier ef al., 1983), inhiben la función
digestiva (Kosoyan eí al., 1999) y producen anorexia y termogénenesis
(LeFeuvre eí al., 1989).
La urocortina I o urocortina propiamente dicha es un péptido de
40 aminoácidos y se descubrió inicialmente cuando se realizaba un
screnning de la librería del DNA del cerebro rata (Vaughan eí al., 1995).
Posteriormente se ha observado su presencia en otras especies de
mamíferos como son el ratón, oveja y hombre. Su presencia en mamíferos
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superiores indica que se ha mantenido a lo largo de la evolución de los
vertebrados y sugiriere que podría tener relevancia en el control de
determinados procesos fisiológicos. Recibió el nombre de urocortina
debido a su homología con la hormona de los peces teleósteos llamada
urotensina y con el CRF de los mamíferos, ya que estos tres péptidos
poseen actividades biológicas comunes. La urocortina tiene un 45% de
homología con el CRF, un 65% con la urotensina I y un 35% con la
sauvagina. El gen de la urocortina consta de 2 exones, con toda la
información codificada en el segundo exón (Zhao ef al., 1998). El RNAm
producido por este gen da lugar a una proteína de 122 aminoácidos que
contiene en el extremo terminal una metionina, la cual es degradada por
proteolisis hasta dar lugar al péptido activo de 40 aminoácidos.
La urocortina se detecta en varias regiones del cerebro de la rata,
tales como el núcleo de Edinger-Westphal, la oliva superior lateral
(Vaughan eí al., 1995), la sustancia negra, el área tegmental ventral, los
núcleos del rafe dorsal y medial (Kozicz ef al., 1998; Yamamoto eí al.,
1998) y el hipotálamo (Oki eí al., 1998). En el cerebro humano, aparece
inmunorreactividad a la urocortina y a su RNAm en todas las regiones
exploradas, con mayor concentración en la corteza frontal, corteza
temporal e hipotálamo (Takahashi ef al., 1998). También se ha detectado a
nivel periférico, localizándose su inmunorreactívidad en el sistema digestivo
y pituitaria de la rata (Oki ef al., 1998; Wong ef al., 1996) y en la pituitaria
humana (lino et al., 1997). Otros lugares donde existe expresión del RNAm
de la urocortina o el propio péptido son células inflamatorias de la mucosa
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del tracto gastrointestinal en humanos (lino ef al., 1998) asi como en la
placenta y las membranas fetales humanas (Petraglia eí al., 1996). Los
linfocitos normales humanos también producen urocortina pero no CRF
(Bamberger ef al., 1998). Además de su expresión en regiones del sistema
nervioso que potencialmente regulan la función cardiovascular, como son el
hipotálamo o el bulbo raquídeo, la urocortina también se expresa en los
miocitos cardiacos y esta expresión aumenta en algunas situaciones
patológicas como por ejemplo la isquemia coronaria (Nishikimi ef al., 2000).
Los niveles de urocortina en ei plasma humano son relativamente bajos (~
10'12M) (Watanabe ef al., 1999), pero puesto que este péptido se produce
en tejidos periféricos como el miocardio, el cerebro, el timo, el bazo, la piel
y el hígado, es probable que los niveles tisulares locales sean más
elevados que los plasmáticos, de tal manera que este péptido podría actuar
como un regulador paracrino en diferentes funciones, incluida la función
cardiovascular.
En cuanto a los receptores sobre los que actúan los péptidos
de esta familia se han descrito tres tipos: CRF-R-t, CRF-R2, CRF-R3. Los
tres pertenecen a la clase B de la subfamilia de receptores con siete
dominios transmembrana acoplados a la proteína G (Figura 2).
Al receptor CRF-Ri de los mamíferos se unen con alta afinidad
distintos miembros de esta familia de péptidos; por ejemplo se une la
urocortina, el CRF de rata/humano, el CRF ovino, la urotensina I y la
sauvagína (Vaughan ef al., 1995; Donaldson ef al., 1996; Díeterich ef al.,
1997; Perrin ef al., 1999; Dautzenberg ef al., 2001). Sólo el receptor CRF-
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Ri de los anfibios discrimina entre el CRF, la urocortina, la urotensina I y la
sauvagina al ligarse con diferentes afinidades (Dautzenberg etal., 2001).
El receptor CRF-R2 muestra, sin embargo, diferente especificidad
con respecto al sustrato (Vaughan eí al., 1995; Donaldson et al., 1996). A
este receptor se une la urocortina con una afinidad 40 veces mayor que el
CRF o la urotensina I, por lo cual se ha propuesto a la urocortina como el
ligando natural este tipo de receptores.
El receptor CRF-R3, descrito recientemente, se ha aislado en el
pez gato Ameiurus nebulosus, y presenta un 85% de homología con el
receptor CRF-R1 y un 80% de homología con el CRF-R2 (Arai et al., 2001).
Todavía no se ha encontrado en humanos un homólogo al receptor CRF-R3
del pez gato. Este receptor, al cual se une el CRF con 5 veces mayor
afinidad que la urotensina I y la sauvagina, se expresa en la glándula
pituitaria, urófisis y cerebro de dicho pez (Arai eí al., 2001).
La localización de estos tres tipos de receptores varía en función
del tipo de receptor y de la especie animal. El RNAm del receptor CRF-R1
se expresa muy abundantemente en la pituitaria de los mamíferos (Chen et
al., 1993; Potter et al., 1994) y en áreas cerebrales tales como la corteza
cerebral, cerebelo, amígdala cerebral, hipocampo y bulbos olfatorios (Chen
eí al., 1993; Chalmers eí a/., 1995; Sánchez ef al., 1999). En cambio, el
subtipo CRF-R2 puede estar presente en el sistema nervioso central y en
10
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FIGURA 2. Representación esquemática de un receptor CRF.
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tejidos periféricos. Este subtipo CRF-R2 presenta tres variantes conocidas
que son: CRF-R2u, CRF-R211, y CRF-R2y. En ratas, el subtipo CRF-R2(1 está
localizado principalmente en el cerebro, particularmente en estructuras
subcorticales (núcleo septal lateral, hipotálamo ventromedial, pituitaria)
(Chalmers ef al., 1995). En cambio, en esta especie, el subtipo CRF-R2p
predomina en tejidos periféricos, tales como el corazón, tanto en aurículas
como ventrículos (en el miocardio, epicardio y arteriolas) (Perrin eí al.,
1997), tracto gastrointestinal, músculo esquelético, epidídimo, arteriolas
cerebrales, pulmón, ovarios y plexos coroideos (Lovenberg ef al., 1995;
Perrin ef al., 1995; Kishimoto eí al., 1995; Stenzel ef ai, 1995; Nozu eí al.,
1999; Palchaudhuri ef al., 1999). En contraste con los roedores, en los
seres humanos el receptor CRF-R2a se localiza tanto en el cerebro como
en tejidos periféricos, mientras que el receptor CRF-R2P se localiza
principalmente en el cerebro (Valdenaire ef al., 1997; Kostich ef al., 1998).
El receptor CRF-R2y se ha encontrado únicamente en el cerebro humano
(Sperle ef al., 1997; Kostich ef al., 1998).
En resumen, el subtipo de receptores CRF-R, se expresa
predominantemente en el sistema nervioso central, mientras que el subtipo
CRF-R2 abunda en los tejidos periféricos. Puesto que la urocortina tiene
una afinidad más elevada que el CRF por el subtipo CRF-R2, esto
explicaría el porqué la urocortina produce unos efectos sistémicos más
acentuados que el CRF, y sugiere que la urocortina es el ligando fisiológico
de este subtipo de receptores en los tejidos periféricos.
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Funciones biológicas de la urocortina:
Desde su descubrimiento en 1995 por Vaughan et al, la
urocortina se ha relacionado con multitud de funciones, y se han descrito
efectos muy diversos al actuar sobre órganos tan dispares como el cerebro,
el sistema inmunológico, el útero o el sistema cardiovascular (corazón y
vasos sanguíneos).
Parte de los estudios con urocortina se han centrado en la idea de
que esta sustancia debe intervenir en funciones específicas del sistema
nervioso relacionadas con la respuesta al estrés, y algunas de estas
funciones ya han sido demostradas (véase Skelton eí al., 2000). Así, por
ejemplo, la urocortina puede intervenir en la supresión del apetito tanto en
la rata como en el ratón y puede hacerlo con mayor potencia que el CRF
(Spina et al., 1996). De forma similar, la inyección de urocortina aumenta la
ansiedad y la actividad, aunque este efecto es menos potente que el
producido por el CRF, y se ha especulado que la urocortina podría estar
relacionada con la vulnerabilidad a padecer esquizofrenia (Rubinstein,
2000). Debido a la importancia que tiene el vaciado gástrico en la
regulación de la ingesta, se han realizado estudios en los que se inyectó
urocortina intraperitonealmente y se observó que se reducía el tiempo de
vaciamiento gástrico, la ingesta y el peso corporal, todo lo cual se produce
de forma más llamativa en los ratones obesos que en los delgados
(Asakawa ef al., 1999). Estos datos abren nuevas perspectivas sobre su




Por otro lado, se ha relacionado tanto al CRF como a la urocortina
con la modulación de la respuesta inmunológica al actuar sobre receptores
específicos de diferentes poblaciones de células inmunes (macrófagos,
linfocitos T, mastocitos) y producir multitud de efectos (activación de células
inmunológicas y secreción de distintas sustancias como interleukinas,
histamina). También se ha relacionado a la urocortina con la gestación. En
este sentido, se ha observado que la urocortina se produce en la hipófisis
en la fase final de la gestación en ovinos, y esto contribuiría a la regulación
de la liberación de ACTH, sustancia fundamental en el desarrollo del parto
(Holloway ef al., 2002).
Respecto a los efectos cardiovasculares de la urocortina, se han
observado marcadas diferencias según la especie. En ratas, se ha descrito
que la inyección intravenosa de urocortina produce un efecto hipotensor
muy potente y de larga duración, y con una potencia superior a la del CRF
(Vaughan ef al., 1995). También incrementa la frecuencia cardiaca, en
parte debido a la estimulación de los barorreceptores como consecuencia
de la hipotensión. La hipotensión que se produce tras su administración
intravenosa probablemente se debe a la vasodilatación periférica,
especialmente en el lecho vascular mesentérico, al igual que ocurre con el
CRF, la sauvagina y la urotensina (Lenz ef al., 1985). Estudios recientes
realizados en corazón aislado de rata demuestran que la urocortina
también tiene acción inotrópica positiva y reduce la presión de perfusión en
la arteria coronaria (Terui eí al., 1999). Asimismo, esta acción inotrópica
parece estar modulada por las prostaglandinas sintetizadas por la vía de la
14
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ciclooxigenasa, y no se afecta por la inhibición de la producción de óxido
nítrico (Terui et al., 1999). La inyección de urocortina en el ventrículo lateral
cerebral de ratas produce hipertensión arterial, sin cambiar la contractilidad
del miocardio, sugiriendo que la acción inotrópica de este péptido estaría
inducida por su acción directa sobre el corazón (Spina ef al., 1996). En
cambio, en ovejas despiertas (Parkes et al., 1997) la inyección intravenosa
de la urocortina produce incremento lento de la presión arterial, lo cual se
asocia con aumento de la frecuencia cardiaca y del volumen sistólico, y de
forma llamativa se produce también un incremento rápido y potente de la
contractilidad cardiaca. Asimismo, estos efectos de la urocortina se
acompañan de incremento del flujo sanguíneo coronario, y este aumento
podría deberse a un efecto directo del péptido sobre los vasos coronarios o
al incremento de la demanda de oxígeno en el corazón como consecuencia
del aumento del trabajo del miocardio. Estudios in vitro muestran que este
péptido produce dilatación de los vasos coronarios de rata por acción
directa (Teruí et al., 1999; Huang et al., 2002; Huang ef al., 2003).
Con el uso de bloqueantes específicos se ha observado que el a-
helical (9-41), antagonista de los receptores CRF-R2, bloquea los efectos
cardiovasculares de la urocortina en ratas, lo que ha llevado a proponer
que este subtipo de receptor podría ser el mediador de los efectos
sistémicos (cardiovasculares y no cardiovasculares) de la urocortina.
Asimismo, los efectos cardiovasculares de la urocortina están abolidos en
ratones "knock out" con el gen del receptor CRF-R2 ¡nactivado. A este
respecto, es interesante la observación de que estos ratones "knock out"
15
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presentan hipertensión, lo que sugiere que la urocortina podría intervenir en
la regulación de la presión arterial en condiciones normales (Coste ef al.,
2000; Cohén ef al., 2000).
Estudios in vitro también muestran que la urocortina produce
vasodilatación en preparaciones experimentales de placenta humana
(Leitch ef al., 1998), vena safena humana (Sanz ef al., 2002) y en la arteria
basilar (Schilling ef al., 1998), la arteria caudal (Lubomirov eí al., 2001) y la
arteria coronaria (Huang et al., 2002; Yao ef al., 2002; Huang eí al., 2003)
de ratas. Aunque en estos tres lechos vasculares de rata la urocortina
produce vasodilatación, el mecanismo de acción en esta vasodilatación
difiere según el lecho vascular. En la arteria basilar la vasodilatación es
independiente de endotelio y se produce por estimulación de la adenilato
ciclasa y de los canales de potasio dependientes de calcio (Schilling ef al.,
1998). En el caso de la arteria caudal la vasodilatación también es
independiente de endotelio pero podría estar producida por la disminución
de la sensibilidad del sistema contráctil del músculo liso al calcio
(Lubomirov ef al., 2001). En la arteria coronaria la vasodilatación es
dependiente e independiente de endotelio y está mediada por el óxido
nítrico y por activación de canales de potasio (Huang ef al., 2002; Huang ef
al., 2003). Estos estudios indican que los efectos vasculares de la
urocortina pueden diferir según la especie, y por este motivo la
extrapolación de los resultados en animales a la especie humana debe
hacerse con precaución. Los estudios en vasos humanos son muy
escasos. En la placenta humana perfundida in vitro (Leitch ef al., 1998) se
16
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observó que la urocortina produce vasodilatador! dependiente de la dosis,
y esta vasodilatación se inhibe con antagonistas de los receptores CRF-R2,
sugiriendo que la urocortina podría modular el tono vascular de la placenta
humana a través de la activación de receptores CRF-R2. En la vena safena
humana (Sanz ef al., 2002) la urocortina también produce relajación
dependiente de la dosis, y esta venodilatación es independiente de óxido
nítrico, está mediada por la activación de canales de potasio dependientes
de calcio de alta conductancia, y esta modulada por prostanoides
vasoconstrictores, sugiriendo que la urocortina podría estar involucrada en
la regulación de la circulación sanguínea en humanos en condiciones
fisiológicas y/o patológicas.
Además de los efectos cardiovasculares descritos anteriormente, la
urocortina parece ejercer un efecto protector frente al daño producido por la
isquemia/reperfusión tanto en las células cardiacas en cultivo como en el
corazón intacto (Okosi et al., 1998; Brar eí al., 1999; Brar eí al., 2000;
Latchman eí al., 2001; Scarabelli et al., 2002; Railson et al., 2002; Brar eí
al., 2002). Estos efectos protectores de la urocortina parecen producirse
por la activación de la vía PI-3/Akt y de la vía p42/p44 protein kinasas
activadas por mitógenos (Latchman, 2001; Brar eí al., 2000; Brar eí al.,
2002). Además, la urocortina estimula la secrección de péptido natriurético
auricular y cerebral en cultivos de cardiomiocitos de rata mediante
activación de receptores CRF-R2 (Ikeda et al., 1998). Los mecanismos por
los que la urocortina reduce la muerte celular inducida por la hipoxia no
están bien definidos todavía, pero el efecto protector de este péptido en el
17
Introducción
corazón frente a los efectos dañinos de la isquemia/reperfusión podría
tener una importancia médica considerable (Latchman, 2001). Este efecto
beneficioso se produce incluso cuando este péptido se utiliza después del
periodo isquémico, durante el proceso de reperfusión (Brar et al., 2000).
Por tanto, la urocortina se podría administrar en pacientes tras haber
sufrido un episodio isquémico cardiaco en el momento de la restauración
del flujo sanguíneo para aminorar el efecto dañino de la reperfusión.
Desafortunadamente, se ha observado que la urocortina también puede
producir hipertrofia del miocardio por el incremento de la síntesis proteica y
por la expresión de péptidos específicos como el péptido natriurético
auricular (Nishikimi et al., 2000). Esto último hace desvanecer la idea de
utilizar la urocortina como tratamiento preventivo en pacientes con riesgo
de padecer cardiopatía isquémica.
Resumiendo, la urocortina es un péptido recientemente descubierto,
no es un "vestigio en la escala evolutiva animal" puesto que está presente
en el plama de los seres humanos y podía estar implicada en diversas
funciones fisiológicas, las cuales aún no son bien conocidas. Uno de sus
efectos más conocidos es su acción vasodilatadora, por lo cual y debido a
su presencia en el plasma de humanos parece lógico que este péptido
haya despertado el interés de los investigadores por conocer su posible
papel en la regulación del sistema cardiovascular. Esto constituye el
principal objetivo de nuestro trabajo. Los estudios realizados hasta la fecha
para conocer los efectos vasculares de la urocortina y sus mecanismos de
acción son todavía escasos. En este sentido, podría ser de interés conocer
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sus efectos vasculares en condiciones normales, la influencia del sexo y la
repercusión de situaciones patológicas frecuentes y de elevado riesgo
cardiovascular como es el caso de la diabetes mellitus. Por todo ello,
consideramos justificado el estudio propuesto en el presente trabajo.
2. FUNCIÓN VASCULAR
Los vasos sanguíneos y el corazón constituyen el sistema
cardiovascular, cuya función principal es regular la presión arterial y el flujo
sanguíneo tisular. Para llevar a cabo esta función, los vasos sanguíneos
(especialmente las arterias) tienen la capacidad de producir un tono basal y
de contraerse (vasoconstricción) o relajarse (vasodilatación), cambiando
así la resistencia vascular. La pared vascular tiene tres capas: externa
(adventicia), media (músculo liso) e íntima (endotelio). La capa media o
músculo liso es el órgano efector de la pared vascular y está expuesta a
estímulos nerviosos (inervación vascular), químicos (sustancias que
circulan en el plasma o son liberadas por el endotelio) y mecánicos (presión
arterial, flujo sanguíneo). Estos estímulos pueden producir vasodilatación o
vasoconstricción.
La función vascular depende del estado del endotelio, es
influenciada por el sexo y se altera durante la diabetes mellitus. Estos
aspectos son comentados a continuación.
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a) El endotelio y la función vascular
El endotelio es la capa monocelular de la pared vascular que está en
contacto directo con la sangre circulante, y sirve de barrera que evita el
paso de agentes plasmáticos nocivos hacia el interior de la pared vascular.
Sin embargo, el endotelio no es simplemente una barrera física que separa
la pared vascular de la sangre circulante, sino que es un "órgano" muy
activo con funciones autocrinas, paracrinas y endocrinas. El endotelio
constituye un elemento clave en la homeostasis cardiovascular y tiene
función antitrombótica, interviene en las respuestas inflamatorias e
inmunológicas, interviene en la angiogénesis y lleva a cabo la captación y
metabolismo de la 5-hidoxitriptamina (5-HT) y de la noradrenalina
circulantes, la conversión de la angiotensina I en angiotensina II, el
metabolismo de la bradiquinina, asi como la inhibición de la liberación de
noradrenalina en las terminaciones nerviosas adrenérgicas (Cohén y
Weisbrod, 1988).
Como se ha dicho anteriormente, el endotelio cumple un papel
protagonista en la regulación del tono y de la respuesta vascular. Esta
estructura es sensible a estímulos nerviosos, humorales y mecánicos
intravasculares, los cuales aumentan o disminuyen la secrección endotelial
de sustancias vasoconstrictoras (radicales libres, endotelina-1 o
tromboxano A2) y sustancias vasodilatadoras (óxido nítrico, prostaciclina o
factor hiperpolarizante derivado de endotelio) y a través de las cuales el
endotelio modifica el tono y la respuesta vascular.
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El óxido nítrico tiene un papel muy destacado en la regulación del
tono vascular (Moneada et al., 1999). Esta sustancia se sintetiza a partir de
la L-arginina por acción de la sintasa del óxido nítrico y participación de
determinados cofactores, y se libera en el endotelio. Esta liberación
aumenta al estimular el endotelio con acetilcolina u otras sustancias, o al
aumentar el flujo sanguíneo activando la sintasa del óxido nítrico. El óxido
nítrico produce vasodilatación a través de la activación de la guanilato
ciclasa soluble, incrementanto del GMPc intracelular; el GMPc modifica el
estado de fosforilación de determinados enzimas y, además, produce la
activación de la bomba de calcio del retículo sarcoplásmico disminuyendo
la concentración de calcio en el citoplasma, inhibiendo así la contracción.
La producción basal de óxido nítrico varia de unos vasos sanguíneos a
otros y también varía según el sexo; los vasos sanguíneos de las hembras
por efectos de los estrógenos tienen una mayor producción de óxido nítrico
que los de los machos (Mendelsohn & Karas, 1994).
Los prostanoides son metabolitos derivados del ácido araquidónico
por acción de la ciclooxigenasa, y entre ellos se incluyen la PGD2, PGE2,
PGF2l,, PGI2 y tromboxano A2. La PGI2 o prostaciclina se forma
principalmente en la íntima de los vasos, actúa sobre receptores
específicos del músculo liso vascular produciendo vasodilatación. Esta
vasodilatación se debe a que la prostaciclina aumenta el AMPc, el cual a su
vez incrementa la protein kinasa A que es la inductora de la relajación
porque disminuye el calcio citoplasmático al incrementar la captación de
calcio en el retículo sarcoplásmico. Los endoperóxidos y el tromboxano A2
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se unen a receptores específicos en el músculo liso vascular produciendo
vasoconstricción por un incremento del inositol trifosfato (IP3), el cual
desencadena la liberación de calcio del retículo sarcoplásmico y en
consecuencia se produce la contracción del músculo liso vascular, aunque
también pueden estar implicados otros mecanismos (Auch-Schwelk eí al.,
1990). Existen situaciones patológicas como la diabetes en las que
aumenta la producción de estos prostanoides vasoconstrictores en el
endotelio vascular.
Otra de las sustancias producidas por el endotelio y que interviene
en la regulación del tono vascular es el factor hiperpolarizante derivado de
endotelio (EHDF). No se conoce la naturaleza de este factor, aunque se
sospecha que es un derivado del ácido araquidónico. Este ácido a través
de la vía del citocromo P-450 oxidasa produce ácidos epoxieicosatrienoicos
(EETs), los cuales inducen hiperpolarización del músculo liso vascular por
activación de determinados canales de potasio, principalmente canales de
K* dependientes de calcio. (Vanheel eí al., 2000).
El papel del endotelio y de las sustancias que éste produce en los
efectos vasculares de la urocortina no se conocen y su estudio constituye
uno de los objetivos de este trabajo.
b) El sexo y la función vascular
Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de
muerte en el conjunto de la población española. En 1998 causaron 134.512
muertes (61.189 varones y 73.323 mujeres), lo que supone el 37% de
22
Introducción
todas las defunciones (32% varones y 43% mujeres) (Villar Álvarez er al.,
1998). Por su frecuencia y morbi-mortalidad las dos principales
enfermedades cardiovasculares son la enfermedad isquémica cardiaca y la
enfermedad cerebrovascular, que en conjunto producen cerca del 60% de
la mortalidad debida a todas las enfermedades cardiovasculares.
Actualmente en España la enfermedad isquémica cardiaca es la que
ocasiona un mayor número de muertes secundarias o alteraciones
cardiovasculares (30% en total: 38% en varones y 24% en mujeres).
La incidencia de enfermedades cardiovasculares difiere de forma
significativa entre hombres y mujeres, lo cual es debido, en parte, a los
diferentes factores de riesgo y al efecto de las hormonas sexuales (Barrett-
Connor, 1997). Las mujeres presentan una mayor protección frente a las
enfermedades cardiovasculares antes de la menopausia, aunque una vez
llegada a ella aumenta progresivamente el riesgo cardiovascular hasta
igualarse con los hombres (Barrett-Connor & Bush, 1991). Tanto los datos
experimentales como clínicos sugieren que este incremento en las mujeres
sucede porque en la menopausia disminuyen los estrógenos y se pierde su
efecto protector. La incidencia de aterosclerosis es menor en mujeres
premenopáusicas, comparado con las postmenopáusicas, y se reduce en
el caso de las mujeres postmenopáusicas a los niveles de las
premenopáusicas cuando aquellas reciben terapia estrogénica. Estudios
epidemiológicos muestran que las mujeres postmenopáusicas que reciben
terapia estrogénica experimentan una disminución de un 50% en la
aparición de lesiones isquémicas cardiacas (Stampfer ef al., 1991; Grady
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et al., 1992). Estas observaciones indican que los estrógenos juegan un
papel relevante en la prevención de la enfermedad cardiovascular.
Inicialmente se asoció a los estrógenos con un efecto ateroprotector
ya que reducen el riesgo de desarrollar placas ateromatosas porque
modifican el perfil lipídico plasmático, disminuyendo los niveles de LDL y
aumentado los de HDL. Sin embargo, las modificaciones en el perfil lipídico
sérico inducidas por los estrógenos sólo son responsables de,
aproximadamente, un tercio de sus beneficios clínicos (Grady et al., 1992;
Bush eí al., 1987), por lo que se ha propuesto que los estrógenos tendrían
otras acciones, como por ejemplo un efecto directo sobre los vasos
sanguíneos. En efecto, los estrógenos parecen modificar directamente las
funciones del endotelio y del músculo liso vascular. La vasodilatación
inducida por los estrógenos se produce 5 a 20 minutos después de la
administración de los estrógenos y no depende de la expresión de genes,
por lo que esta acción es llamada "no genómica" (Mendelsohn & Karas,
1999). Además, los estrógenos inhiben la respuesta al daño vascular y
tienen un efecto preventivo contra la aterosclerosis cuando el tratamiento
con estrógenos se produce durante horas o días; esta acción depende de
cambios en la expresión genética en los tejidos vasculares y se llama
"genómica". Los estrógenos modulan la síntesis y la liberación de factores
vasodilatadores (especialmente el óxido nítrico) y factores
vasoconstrictores (Mendelsohn & Karas, 1999).
Existen varios estudios donde se demuestra la influencia de las
hormonas sexuales en la síntesis de óxido nítrico endotelial, y se han
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observado diferencias en el papel del endotelio en la regulación del tono
vascular en función del sexo (Maddox ef al., 1987; Stallone ef al., 1991;
Hayashi ef al., 1992; Kauser & Rubanyi, 1994). Así, en las hembras el
endotelio vascular produce más óxido nítrico que en los machos, lo cual se
ha asociado con las hormonas sexuales femeninas, concretamente con el
estradiol-17|3 (Hayashi ef al., 1992; Gisclard ef al., 1988; Kauser& Rubanyi,
1995). Uno de los posibles mecanismos por los que el estradiol-17p
estimularía la síntesis de óxido nítrico sería a través del incremento en la
expresión del gen de la sintasa del óxido nítrico, el enzima NOS-lll (Weiner
ef ai, 1994; Goetz ef al., 1994), y también a través del incremento en la
actividad del enzima mediante un aumento en la disponibilidad de L-
arginina, sustrato necesario para la síntesis de óxido nítrico ya que los
estrógenos regulan los niveles circulantes de L-arginina (Hayashi ef al.,
1995). El incremento en la actividad de la enzima NOS-lll se produce por
una mayor biodisponibilidad del sustrato, la L-arginina, y de los cofactores
(tetrahidrobiopterina, calmodulina, niveles de calcio intracelular). Por otro
lado, los estrógenos podrian interferir en la biodegradación del óxido nítrico
al reducir la formación de radicales oxidantes (Rubanyi & Vanhoutte, 1986).
La influencia del sexo en los efectos vasculares de la urocortina no
ha sido estudiada, y el análisis de esa influencia constituye otro de los
objetivos de nuestro trabajo.
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c) La diabetes mellitus y la función vascular
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) (Fact sheet
n°138,1999), la diabetes mellitus es una enfermedad crónica, causada por
un déficit, heredado o adquirido, en la producción pancreática de insulina o
por una falta de respuesta tisular a esta hormona. Esta deficiencia provoca
un aumento de la concentración plasmática de glucosa, lo cual a su vez
produce daño en muchos sistemas orgánicos, especialmente en los vasos
sanguíneos y nervios periféricos.
La diabetes constituye un importante problema de salud pública en
el ámbito mundial, y este problema está adquiriendo grandes proporciones
en los últimos años. Según datos de la OMS, mientras que en el año 1985
existían en el mundo unos 30 millones de diabéticos, actualmente ya son
150 millones, y se estima que para el año 2025 llegarán a ser 300 millones.
En España existen actualmente unos 2,3 millones de diabéticos y la cifra
estimada para el año 2025 es de unos 3 millones de enfermos.
Tradicionalmente la diabetes mellitus se clasifica en dos grandes tipos: 1)
diabetes tipo 1, clásicamente conocida como diabetes dependiente de
insulina, también llamada diabetes de inicio juvenil, y 2) diabetes tipo 2,
clásicamente denominada diabetes no dependiente de insulina. En ambos
casos las alteraciones metabólicas parecen ser causadas por una falta
relativa o absoluta de insulina acompañada de un exceso relativo o
absoluto de glucagón (WHO Study Group, 1985).
La importancia de la diabetes está relacionada con las
complicaciones crónicas asociadas a la misma, principalmente la
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retinopatia, la nefropatía, la enfermedad coronaria, la neuropatía y la
isquemia periférica. Las enfermedades cardiovasculares que se originan a
partir de la macroangiopatía diabética, provocan el 75% de las muertes de
los pacientes diabéticos en países industrializados. Por otra parte, la
diabetes es la principal causa de fallo renal, siendo la nefropatía la principal
causa de muerte en la población diabética insulino-dependiente. Las
alteraciones vasculares constituyen la principal causa de morbilidad y
mortalidad en los pacientes diabéticos (Stamler eí al., 1993). Estos
pacientes parecen ser particularmente propensos a sufrir alteraciones en el
sistema cardiovascular, y en éstos la mortalidad debida a enfermedades
cardiovasculares es tres veces más elevada que en la población no
diabética (Jarret, 1989). Las alteraciones vasculares que aparecen en el
curso de la diabetes mellitus (macroangiopatía y microangiopatía) afectan
tanto a la estructura como a la función de los vasos sanguíneos. Con
respecto a la función, la diabetes puede alterar el tono y la respuesta
vascular, lo cual contribuye al desarrollo de complicaciones tales como el
fallo cardiaco, los accidentes vasculares cerebrales, la hipertensión, la
retinopatia, la neuropatía y la nefropatía (García ef al., 1974; Crepaldi y
Nosadini, 1988; Kastrup, 1988; Jarret, 1989).
Disfunción endotelial en la diabetes mellitus. Mientras que se acepta
que la diabetes mellitus está asociada con una aterosclerosis acelerada y
con el incremento de la prevalencia de la enfermedad cardiovascular, los
efectos de la diabetes sobre el sistema cardiovascular no están totalmente
esclarecidos. En el estudio de los efectos vasculares de la diab tes,
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destaca el interés dirigido a conocer la lesión del endotelio y la alteración
de su función como factores desencadenantes de las complicaciones
vasculares de la diabetes. Como se ha indicado con anterioridad, el
endotelio regula el tono y la respuesta vascular mediante la producción de
sustancias vasoactivas, por lo que la diabetes mellitus al alterar el
endotelio puede provocar cambios en la respuesta vascular frente a
estímulos vasoconstrictores y vasodilatadores. Las alteraciones en la
respuesta vascular durante la diabetes mellitus se han observado tanto en
preparaciones experimentales in vitro como ¡n vivo, y podrían ser debidas a
la alteración del endotelio y/o de la respuesta del músculo liso vascular
(García-Villalón ef al., 2003; Sanz eí al., 2003a, 2003b; Loichot eí al., 2001;
Ang etal., 2001; Ozyazgan eía/., 2000; Gíven ef al., 2001; Sotnikova ef al.,
1999).
Ei óxido nítrico es uno de los principales mediadores de la
vasodilatación dependiente de endotelio, por lo que muchos de los estudios
se han dirigido a analizar el papel de esta sustancia en los efectos de la
diabetes sobre la función vascular. Se ha sugerido que la diabetes podría
afectar la función del óxido nítrico a tres niveles: 1) modificando la síntesis
de óxido nítrico en las células endoteliales; 2) disminuyendo la
biodisponibilídad del óxido nítrico una vez liberado, como consecuencia de
su inactivación por productos derivados de la glicosilación avanzada o por
radicales libres; 3) modificando la sensibilidad del "receptor", es decir, de la
guanilato ciclasa de la célula muscular lisa vascular (Chan ef al, 2000). A
este respecto, los resultados disponibles muestran grandes discrepancias.
28
Introducción
Dada la importancia del endotelio en la regulación de la función vascular y
en los efectos perniciosos de la diabetes sobre los vasos sanguíneos, se
considera un tema prioritario el estudio de cómo afecta la diabetes la
función vascular general, y la función endotelial en particular. Este tipo de
estudios contribuirán a conocer la fisiopatología de la vasculopatía
diabética y de sus complicaciones.
Diabetes mellitus. sexo y función vascular. Es llamativo que las
mujeres diabéticas de cualquier edad son más propensas a padecer
enfermedades cardiovasculares que los hombres diabéticos (Goldschmid eí
al., 1994; Seeman eí al., 1993). Estas observaciones sugieren que las
diferencias sexuales en la incidencia de la disfunción vascular y en las
enfermedades cardiovasculares están disminuidas durante la diabetes
(García eí al., 1974; Sowers, 1998), sugiriendo que la diabetes eliminaría
las "ventajas" que presentan las mujeres premenopáusicas frente a los
hombres con respecto a la incidencia de las enfermedades
cardiovasculares. Por ejemplo, la muerte por infarto de miocardio es
significativamente superior en las mujeres diabéticas que en las mujeres no
diabéticas o que en los hombres diabéticos o no (Sowers, 1998). Asimismo,
Bolego ef al. (1999), observaron que el tratamiento de ratas diabéticas con
estrógenos mejoraba la vasodilatación dependiente de óxido nítrico. De
forma similar, existen estudios realizados en vasos sanguíneos periféricos
humanos (Lim ef al., 1999; Steinberg eí al., 2000) y en artería basilar de
rata (Mayhan eí al., 2002) en los que se observa que la diabetes anula las
diferencias sexuales en la vasodilatación dependiente de óxido nítrico.
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Otros estudios informan que la diabetes suprime las diferencias sexuales
en la potenciación mediada por vasopresina durante la vasocontricción
producida por la activación simpática en la arteria caudal de rata (Sanz et
a/., 2001).
Modelos experimentales de diabetes. Los modelos experimentales
de diabetes en animales son en la actualidad una herramienta de gran
valor para el estudio de los mecanismos involucrados en los diferentes
tipos de complicaciones a largo plazo de la diabetes, y las características
generales de la diabetes experimentales son similares a las de la diabetes
humana. Los diferentes modelos experimentales utilizados en distintas
especies animales se pueden agrupar en cuatro grandes grupos según la
metodología usada para inducir la diabetes: a) modelos que utilizan
agentes químicos (diabetes química); b) modelos en los que se induce
mediante procedimientos quirúrgicos (diabetes quirúrgica); c) modelos en
los que se induce con infecciones víricas (diabetes vírica); y d) modelos de
diabetes espontánea.
A partir del descubrimiento del origen pancreático de la diabetes
mellitus por Oskar Minkowski en 1889, se han desarrollado modelos
experimentales de diabetes quirúrgica consistentes en la realización de una
pancreatectomía total o parcial que desencadena estados hiperglucémicos
parecidos a una diabetes mellitus dependiente de insulina y diabetes
mellitus no dependiente de insulina, respectivamente (Ingle, 1948). Los
modelos de pancreatectomía o diabetes quirúrgica sólo tienen en la
actualidad una importancia histórica. Por otro lado, la infección viral se
30
Introducción
señala como una causa de diabetes tanto en animales como en humanos
(Craighead, 1975; Barret-Connor, 1985). La susceptibilidad genética frente
a la infección y la resistencia de las células p-pancreáticas a las lesiones
virales son puntos que no están totalmente aclarados todavía (Oztürk et al.,
1996). En cuanto a los animales espontáneamente diabéticos, las especies
más utilizadas son las ratas Wistar BB, los hamsters chinos y los ratones
OB. En el caso de las ratas Wistar BB el síndrome desarrollado tiene
características de la diabetes mellitus dependiente de insulina y en el de los
ratones OB es similar al de la diabetes mellitus no dependiente de insulina
(Oztürk eí a/., 1996).
Respecto a la diabetes química, que es la usada en nuestra
investigación, se ha demostrado que la administración de ciertas
sustancias en animales provoca situaciones experimentales similares a la
diabetes humana. Entre estas sustancias, la estreptozotocina y el aloxano
parecen ser los más específicos y son los más comúnmente usados.
Ambas sustancias actúan destruyendo las células p-pancreáticas por lo
que provocarían una diabetes mellitus dependiente de insulina y la falta
total de secreción de insulina, necesitando administrar dicha hormona a
estos animales para lograr su supervivencia. Sin embargo, aunque los
niveles de insulina en estos animales son muy bajos, no hay ausencia total
de la misma y pueden sobrevivir durante meses sin ser tratados con
insulina (Bell y Hye, 1983). La capacidad de la estreptozotocina para
destruir selectivamente las células p-pancreátícas fue descrita por primera
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vez por Rakieten y sus colaboradores (1963), quienes demostraron que
esta sustancia inyectada por vía intravenosa producía diabetes en ratas y
perros. Por su parte, Dunn y colaboradores (1943) fueron los primeros en
describir la destrucción de las células p-pancreáticas por el aloxano. A
pesar de las evidencias existentes de su acción tóxica directa sobre dichas
células, no se conoce todavía el mecanismo exacto de la toxicidad de estos
dos fármacos. Parece ser que, en ambos casos, el efecto tóxico estaría
relacionado con alteraciones morfológicas y con el aumento de la
permeabilidad de la membrana de las células p-pancreáticas (Weaver ef
al., 1978; Bell y Hye, 1983). Tanto la estreptozotocina como el aloxano
producen diabetes mellitus dependiente de insulina en un elevado número
de especies, y curiosamente el cobaya es insensible a ambos fármacos
(Bailey, 1949; Bell y Hye, 1983). Los animales tratados tanto con
estreptozotocina como con aloxano presentan la mayoría de las
complicaciones asociadas a la diabetes: cardiomiopatía, neuropatía,
disfunción arterial coronaria, alteraciones hepáticas, etc. (Óztúrk eí al.,
1996).
Hasta este momento no se han estudiado los efectos de la diabetes
sobre la respuesta vascular a la urocortina. Este tipo de estudio constituye
otro de los objetivos de este trabajo, en el que se induce diabetes con
estreptozotocina en ratas Sprague-Dawley machos y hembras. El uso de
animales de laboratorio nos permite comparar animales de igual edad y
peso, evitando que estos dos factores influyan en los resultados. Otro
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aspecto importante es que este modelo permite controlar el tiempo de




Diversos estudios sugieren que la urocortina podría tener un papel
relevante en la regulación del sistema cardiovascular en condiciones
normales y en ciertas situaciones patológicas. Sin embargo, el estudio de
los efectos vasculares de este péptido y de sus mecanismos de acción es
todavía incompleto, y se desconoce la influencia del sexo y la acción de la
diabetes mellitus sobre esos efectos. Por ese motivo, el objetivo de este
trabajo es analizar los efectos de la urocortina en distintos lechos
vasculares (cerebral, coronario, renal y cutáneo), explorando algunos de
los posibles mecanismos de acción, la influencia del sexo y la repercusión
de la diabetes mellitus en esos efectos. La elección de los vasos
cerebrales, coronarios y renales se debe a que son la diana más frecuente
de las complicaciones vasculares diabéticas, y las arterias cutáneas se
eligieron para tener un testigo con el que comparar los resultados
obtenidos en los otros tres lechos vasculares. Los vasos sanguíneos se
extrajeron de ratas hembras y machos normoglucémicos y con diabetes
inducida con estreptozotocina.
Para ello se realizarán experimentos con el fin de estudiar:
1.- Los efectos que produce la urocortina en diferentes lechos
vasculares (cerebral, coronario, renal y cutáneo).
2.- La influencia del sexo y algunos de los posibles mecanismos
implicados en la vasodilatación producida por la urocortina. Concretamente
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se estudiará el papel del óxido nítrico, de los prostanoides
vasoconstrictores o vasodilatadores, de los canales de potasio de alta
conductancia dependientes de calcio, de la adenilato ciclasa, de la
adenosina difosfato ribosa cíclica, de la protein kinasa A, del calcio
intracelular, y de los receptores del factor de liberación de la corticotropina
(CRF).
3.- La acción de la diabetes experimental sobre la vasodilatación
producida por la urocortina, examinando el papel del óxido nítrico, de los
canales de potasio de alta conductancia dependientes de calcio y de los
prostanoides en esa acción.
Con este estudio se pretende aportar bases experimentales para
contribuir al conocimiento del papel de la urocortína en la regulación
cardiovascular, así como al conocimiento de la influencia del sexo y de la




Los estudios se llevaron a cabo en segmentos cilindricos de las
siguientes tipos de arterias: basilar (cerebral), coronaria, renal y caudal
(cutánea). Estas arterias fueron obtenidas de ratas Sprague-Dawley (Hsd:
Sprague- Dawley) de 2-3 meses de edad. Para estudiar la influencia del
sexo y los efectos de la diabetes sobre la respuesta vascular, se utilizaron
ratas machos y hembras y estas se dividieron en dos grupos. En un grupo
de machos y hembras se indujo diabetes experimental mediante inyección
intraperitoneal de estreptozotocina, constituyendo asi el grupo diabético, y
en otro grupo de ratas machos y hembras no se realizó ninguna
manipulación experimental y constituye el grupo normoglucémico. Los
animales de ambos grupos fueron estabulados en el animalario de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid (N° de
Registro EX/021/U) donde recibían los cuidados veterinarios adecuados.
La alimentación se realizó con pienso en tacos (A04 PanLab) y agua ad
libitum hasta el momento de ser sacrificados. En el caso de los animales
diabéticos, éstos se estabularon en jaulas especiales con fondo de rejilla.
En total se utilizaron 79 ratas: 34 ratas machos (28
normoglucémicas y 6 diabéticas) y 45 ratas hembras (29
normoglucémicas y 16 diabéticas)
Esta investigación se realizó de acuerdo con la directiva
609/CEE y R.D. 223/88 de 14 de marzo sobre protección de los animales
de experimentación con fines científicos, y fue autorizada por el Comité
Local de Investigación Experimental.
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1. INDUCCIÓN DE LA DIABETES EXPERIMENTAL
La inducción de la diabetes se realizó mediante inyección
intraperitoneal de estreptozotocina en una dosis de 60 mg/kg, disuelta en
buffer citrato pH 4.5, en las ratas Sprague-Dawley machos y hembras. La
glucemia se midió usando un medidor de glucosa en sangre (Glucometer
élite9), el cual se basa en una tecnología de sensor por electrodo. La
medición de la glucemia se realizó inmediatamente antes y dos días
después de la inyección de estreptozotocina, así como el día en que se
sacrificaron los animales. El aumento de la glucemia (diabetes) aparecía a
los dos días de la inyección de estreptozotocina. En las ratas hembras
también se comprobó la fase del ciclo estral el día del experimento
mediante la observación al microscopio de un frotis vaginal. Como
animales controles se usaron ratas a las que sólo se las había inyectado
por vía intraperitoneal el vehículo de la estreptozotocina, y se mantuvieron
durante el mismo periodo de tiempo que las ratas diabéticas.
La Figura 3 muestra esquemáticamente los grupos de animales
machos y hembras sometidos o no al tratamiento con estreptozotocina
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2. OBTENCIÓN Y MONTAJE DE LOS SEGMENTOS
ARTERIALES
Los animales se sacrificaron 6 semanas después de la inyección
intraperitoneal de estreptozotocina o del vehículo. El sacrificio se realizó
mediante una sobredosis de pentobarbital (200 mg/kg), inyectada por vía
intraperitoneal, seguida del sangrado. Posteriormente se procedía a la
extracción del encéfalo, corazón, y ríñones, y en estos órganos se
practicaba la disección cuidadosa de las arterias basilar, coronaria
descendente anterior y renal; la arteria caudal se extraía de la cola (Figura
4). Estas arterias se depositaban en una placa de Petri que contenía
suero salino frío, y esta placa era colocada sobre hielo. En esta placa y
con ayuda de una lente binocular Zeizz Stemi SR, las arterias se cortaban
en segmentos cilindricos de 2 mm de longitud.
3. REGISTRO DE LA TENSIÓN ISOMÉTRICA
Para el registro de la tensión isométrica desarrollada por la
pared de los segmentos arteriales, se introducía a través de la luz
vascular dos alambres de tungsteno de 75 (.im de diámetro en el caso de
las arterias basilar y coronaria, y alambres de acero inoxidable de 100 nm
de diámetro en el caso de las arterias renales y caudales. Uno de los
alambres quedaba unido a un soporte fijado a la pared del baño de
órganos, y el otro alambre que es móvil se conectaba a un transductor




Art, Basilar Art Coronaria Art. Renal Art. Caudal
FIGURA 4. Tipos de arterias utilizados en nuestro estudio.
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Statham microscale accesory UL5). Un tornillo micrométrico, conectado al
alambre móvil, permitía desplazar este alambre verticaimente en sentido
perpendicular al eje mayor del segmento arterial y aplicar la tensión
pasiva deseada a la pared arterial. El registro de la tensión se realizaba
en un ordenador Macintosh, mediante un sistema de adquisición de datos
Maclab 8/e (ADInstruments) con el programa Chart v 3.4/s. (Figura 5).
Cada segmento arterial, montado en el sistema explicado
anteriormente, se colocaba en el baño de órganos que contenía 4 mi de
solución Krebs-Henseleit, cuya composición es la siguiente (mM): NaCI
115; KCI 4.6; KH2PO4 1.2; MgSO41.2; CaCI2 2.5; NaHCO3 25; glucosa 11.
Esta solución se equilibraba con una mezcla gaseosa (95% O2 y 5% CO2)
para proporcionarle un pH 7.3-7.4 que se comprobó con un pH-metro de
laboratorio, modelo Crison. Un circuito de agua caliente que rodea al baño
permitía mantener la solución de Krebs-Henseleit junto con los segmentos
vasculares a una temperatura de 37± 0,5 °C.
4. DETERMINACIÓN DE LA TENSIÓN PASIVA ÓPTIMA
Antes de analizar la respuesta de los segmentos arteriales a la
urocortina, se procedió a determinar la tensión basal óptima en un grupo
de experimentos preliminares. Para ello, se registró la contracción
producida por un determinado vasoconstrictor después de exponer los
anillos arteriales a diversas tensiones pasivas. En el caso de las arterias









FIGURA 5. Representación esquemática del montaje experimental
utilizado para el registro de la tensión ¡sométrica.
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las arterias las tensiones de 50 mg, 100 mg, 250 mg, 500 mg, 750 mg, 1
g, y 2 g. En el caso de las arterias basilar y coronaria se usó como
vasoconstrictor 5-HT (10'5 M) ya que estas arterias se contraían poco en
respuesta a la estimulación con KCI, y se aplicaba a estas arterias las
tensiones de 50 mg, 100 mg, 250 mg, 500 mg, 750 mg, 1 g y 2 g. En las
arterias basilar y coronaria la respuesta máxima a la 5-HT (10'5 M) se
observó cuando eran expuestas a una tensión pasiva de 250 mg, y en las
arterias renales y caudales la respuesta máxima al KCI (60 mM) se
observó a la tensión pasiva de 750 mg. En consecuencia, se tomaron
estas tensiones como la tensión pasiva óptima en las arterias basilares y
coronarias o caudales y renales, respectivamente, para estudiar la
respuesta a la urocortina. Para aplicar la tensión pasiva óptima, los
segmentos se distendieron separando los alambres mediante el tornillo
micrométrico, y la tensión se reajustaba periódicamente hasta que se
estabilizaba a la tensión pasiva deseada. Este periodo de ajuste duraba
60-90 minutos.
5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
Una vez equilibrados los segmentos vasculares a la tensión
pasiva óptima se realizaron curvas de concentración-respuesta
acumulativas para la urocortina (10'12 - 10'8 M). Estas curvas se realizaron
en las arterias en dos condiciones: a tensión basal de reposo y con tono
activo inducido con endotelina-1. Las curvas a tensión basal se realizaron
tras equilibrar los segmentos vasculares a la tensión pasiva óptima, para
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analizar si la urocortina tenía algún efecto contráctil. Las curvas de
concentración-respuesta en las arterias con tono activo inducido con
endotelina-1 (10"9 - 10'8 M) se realizaban para analizar si la urocortina
producía vasodilatación. En este caso, tras añadir endotelina-1 al baño,
se esperaba unos 10-15 minutos hasta que la contracción arterial
alcanzara un nivel estable, y después se procedía a registrar los efectos
de la urocortina.
Como la urocortina no produjo ningún efecto en las arterias a
tensión basal, y sí produjo vasodilatación en las arterias con tono activo,
sólo se estudiaron los mecanismos implicados en esta vasodilatación.
Asimismo, como de los cuatro lechos vasculares estudiados sólo las
arterias renales mostraron diferencias en la respuesta a la urocortina entre
las ratas hembras y machos diabéticas supusimos que debían existir
diferencias en los mecanismos de acción de este péptido en función del
sexo, por lo que los mecanismos de la vasoditación se estudiaron sólo en
arterias renales.
Para analizar la influencia del sexo en la respuesta vascular a la
urocortina, se examinó el papel del óxido nítrico, de los prostanoides, de
los canales de potasio, del AMPc, de la protein kinasa A, del calcio
intracelular, de la adenosina difosfato ribosa cíclica (ADRPc) y de los
receptores CRF en la relajación producida por dicho péptido en las
arterias renales de animales normoglucémicos.
Con respecto a los posibles mecanismos implicados en los
efectos de la diabetes sobre la respuesta vascular a la urocortina, nuestro
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análisis se centró en el estudio del papel del óxido nítrico, de los
prostanoides y de los canales de potasio en la relajación producida por
dicho péptido en arterias renales de ratas hembras diabéticas.
El estado funcional del endotelio se comprobó registrando la
respuesta arterial a la acetilcolina (1CT5 M) después de realizada la curva
dosis-respuesta con urocortina en aquellos segmentos precontraidos con
endotelina-1.
Para estudiar el papel del óxido nítrico, prostanoides, canales de
potasio, AMPc, protein kinasa A, calcio intracelular, adenosina difosfato
ribosa cíclica, y receptores CRF en la relajación producida por la
urocortina, se realizaron las curvas concentración-respuesta para este
péptido en segmentos de arterias renales precontraidos con endotelina-1,
no tratados y tratados, respectivamente, además con una de las
siguientes sustancias:
Inhibidor de la síntesis de óxido nítrico: L-NAME (104 M,
3x10"4 M y 10"5M).
Inhibidor del enzima ciclooxigenasa: meclofenamato (1CT5
My3x105M).
Inhibidor de los canales de potasio de alta conductancia
dependientes de calcio: caribdotoxina (10'7 M, 3x10'7 M y
10-8M).
Inhibidor de la adenilato ciclasa: SQ22536 (3x10"4 M).




Inhibidor de la protein kinasa A: H89(10'6M).
Regulador de los niveles de calcio intracelular por
vaciamiento del retículo sarcoplásmico: rianodina (10"6M).
Antagonista inespecífico de los receptores CRF: astresina
(106M).
Antagonista específico del receptor CRF subtipo CRF-R2: a
-helical(9-41)(1Cr5My10'7M).
Estas sustancias se añadían al baño de órganos 20 minutos
antes de contraer las arterias con endotelina-1, y la curva concentración-
respuesta con urocortina se obtenía en presencia de endotelina-1 y cada
uno de los inhibidores citados. De forma paralela, también se obtenían
curvas dosis-respuesta con urocortina en arterias precontraidas con
endotelina-1 sin ningún otro tratamiento, y estas arterias eran
consideradas como control.
6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS
La respuesta contráctil a la urocortina en las arterias con tensión
pasiva fue nula, por lo tanto no es necesario indicar como se expresa.
La respuesta vasodilatadora a la urocortina en las arterias con
tono activo extrínseco se expresa como porcentaje del tono activo
inducido por la endotelina-1 (109 - 10~8 M), y se calculó la media
aritmética y el error estándar de la media. Estos valores nos permitieron
obtener curvas concentración-respuesta medias para cada una de las
situaciones experimentales. Por otra parte, para cada curva de
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concentración-respuesta, se calculó la concentración eficaz 50 (EC50), es
decir, aquella concentración a la que la urocortina produce el 50% del
efecto máximo. Para ello, se halla la mitad del efecto máximo y las
concentraciones que lo acotan, y a continuación se calcula la
concentración que corresponde a la mitad del efecto máximo mediante
una proporción entre el efecto y el logaritmo de la concentración. Estos
valores de la EC50 se expresan como pD2 (-log EC50), ya que dichos
valores se ajustan a una distribución normal.
El análisis estadístico para determinar posibles diferencias entre
la respuesta obtenida en los machos y las hembras, no diabéticos y
diabéticos, se realizó mediante un análisis de la varianza (ANOVA) dedos
vías. Los valores obtenidos en ausencia y en presencia de bloqueantes
fueron analizados mediante un análisis de la varianza (ANOVA) de una
vía, seguido del test Dunnett, para analizar qué comparaciones eran
estadísticamente significativas. Las diferencias se consideraron
significativas cuando P<0,05.
7. SUSTANCIAS UTILIZADAS
Las soluciones de cada fármaco se preparaban inmediatamente
antes de cada experimento en suero salino fisiológico con 0,01% de ácido
ascórbico para evitar la oxidación del fármaco. En ningún caso el volumen
total añadido al baño de órganos fue superior al 10% del volumen inicial
del mismo. Las concentraciones se expresan en moles por litro (M) y
representan la concentración final en el baño.
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Los productos usados en el presente trabajo y la procedencia de
cada uno de ellos se enumeran a continuación:
• De los laboratorios SIGMA se obtuvieron los siguientes
productos:
o NG - nitro-L-arginina metil éster (L-NAME).
o Ácido meclofenámico (Meclofenamato).
o Caribdotoxina.
o 8-bromo- adenosin difosfato ribosa cíclica (8-br-cADRP).
o N-(2(-Bromocinamilamino)-etil)-5-isoquinolinesulfonam¡da
hidroxicloridro (H89).
o Rianodol 3-(1H-pirrol-2-carboxilato) (Rianodina).
o Fragmento CRF 12-41 (Astresina).
o Fragmento CRF 9-41 (a- helica! (9-41)).
o Clorhidrato de Acetilcolina (Acetilcolina).
o Urocortina de rata.
o N-(Metilnitrosocarbonil)-a-D-glucosamina
(Estreptozotocina).









Seis semanas después del tratamiento con estreptozotocina, tanto
las ratas machos como las ratas hembras mostraron aumento de la
glucemia (P<0,01), y disminución del peso corporal (P<0,01) comparado
con los animales no tratados con estreptozotocina y de la misma edad. El
peso corporal fue mayor en las ratas macho que en las hembras, tanto en
los animales no diabéticos como en los animales diabéticos (P<0,01),
pero la glucemia era similar en machos y en hembras, tanto en los
normoglucémicos como en los diabéticos (Tabla 1).
1.- Efectos de la urocortina en las arterias basilar, coronaria,
caudal y renal de ratas hembras y machos
En ninguno de los lechos vasculares estudiados la urocortina
produjo efecto en las arterias con tensión basal. Sin embargo, en esos
mismos lechos vasculares en presencia de tono activo inducido por
endotelina-1, tanto en las arterias de las ratas hembras como en las de
las ratas machos, la urocortina produjo una relajación que fue
dependiente de la dosis. Las Figuras 6, 7, 8 y 9 muestran ejemplos de los
registros con los efectos de la urocortina en las distintas arterias. La
Figura 10 muestra la relajación en las arterias basilar, coronaria, caudal y
renal de las ratas hembras, y permite comparar los efectos en los cuatro
tipos de arterias.
La relajación empezó a manifestarse en los cuatro tipos de arterias




Valores del peso y de la glucemia en las ratas machos y hembras,
en condiciones de normoglucemia y 6 semanas después de inducir la
























Los valores son media + S.E.M. * Significativamente diferente entre
ratas machos y hembras (P<0,001) y t significativamente diferente entre
ratas normoglucémicas y diabéticas. (P<0,001).
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efecto máximo para los cuatro tipos de arterias aparecen en la Tabla 2.
Según estos datos el orden de sensibilidad fue caudal > renal = basilar >
coronaria, y en cuanto a la máxima relajación alcanzada, el orden fue
caudal=renal=basilar>coronaria.
2.- Arteria basilar
En los segmentos de arteria basilar a tensión basal, la urocortina
(10"12- 10"8 M) no produjo ningún efecto (5 segmentos) (Figura 6). Los
segmentos de arteria basilar precontraidos con endotelina-1 (10"9 - 10"8
M) desarrollaron un tono activo que fue de 0,38 ±0,03 g en el caso de las
hembras normoglucémicas y de 0,5 ±0,03 g en los machos
normoglucémicos. En los animales diabéticos el tono desarrollado fue de
0,26 ±0,03 g en las hembras y de 0,27 ±0,04 g en los machos. Este tono
activo no fue significativamente diferente entre los distintos grupos
estudiados y se mantuvo estable durante el experimento. En estos
segmentos con tono activo, la urocortina produjo una relajación que fue
dependiente de la dosis, y el efecto máximo fue de 85 ±15% del tono
activo en las hembras normoglucémicas, 95 ±12% en los machos
normoglucémicos, 70 ±17% en las hembras diabéticas y 91 ±16% en los
machos diabéticos. Esta relajación no fue significativamente diferente
entre los machos y las hembras, ni entre los animales normoglucémicos y




Valores de pD2 y efecto máximo obtenidos en las curvas dosis-
respuesta con urocortina en las arterias basilar, coronaria, caudal y renal





























3.- Arteria coronaria descendente anterior
En los segmentos de arteria coronaría a tensión basal, la urocortina
(10"12- 10"8 M) no produjo ningún efecto (5 segmentos) (Figura 7). Los
segmentos de arteria coronaria precontraidos con endotelina-1 (10"9 — 10"8
M) desarrollaron un tono activo de 0,25 ±0,03 g en el caso de las
hembras normoglucémicas y de 0,27 ±0,05 g en los machos
normoglucémicos. En los animales diabéticos, el tono desarrollado con
endotelina-1 fue de 0,26 ±0,04 g en las hembras y de 0,16 ±0,02 g en los
machos. Este tono activo no fue significativamente diferente entre los
distintos grupos estudiados, y se mantuvo estable durante el experimento.
En estos segmentos con tono activo, la urocortina produjo una relajación
dependiente de la dosis, y el efecto máximo fue de 34 ±9% en las
hembras normoglucémicas, 47 ±8% en los machos normoglucémicos, 44
±10% en las hembras diabéticas y 71 ±15% en los machos diabéticos.
Esta relajación no fue significativamente diferente entre los machos y las
hembras, ni entre los animales normoglucémicos y diabéticos (Figuras 14,
15,16).
4.-Arteria caudal
En los segmentos de arteria caudal a tensión basal, la urocortina (10'12-
10"8M) no produjo ningún efecto (5 segmentos) (Figura 8). Los segmentos
de arteria caudal precontraidos con endotelina-1 (10'9-108 M)
desarrollaron un tono activo de 0,82 ±0,1 g en el caso de las hembras
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normoglucémicas y de 0,71 ±0,1 g en los machos normoglucémicos.
En los animales diabéticos el tono desarrollado fue de 0,82 ±0,1 g en las
hembras y 0,73 ±0,1 g en los machos. Este tono activo no fue
significativamente diferente entre los distintos grupos estudiados y se
mantuvo estable durante el experimento. En estos segmentos con tono
activo, la urocortina produjo una relajación dependiente de la dosis, y el
efecto máximo fue de 100 ± 3% en las hembras normoglucémicas, 98
±2% en los machos sanos, 96 ± 3% en las hembras diabéticas y 97 +2%
en los machos diabéticos. Esta relajación no fue significativamente
diferente entre los machos y las hembras, ni entre los animales
normoglucémicos y diabéticos (Figuras 17, 18, 19).
5.- Arteria renal
En los segmentos de arteria renal a tensión basal, la urocortina (10*
12
_ 10'8 M) no produjo ningún efecto (5 segmentos) (Figura 20). Los
segmentos de arteria renal precontraidos con endotelina-1 (10"9 - 10"8 M)
desarrollaron un tono activo de 0,84 ±0,06 g en el caso de las hembras
normoglucémicas y 0,91 ±0,08 g en los machos normoglucémicas. En los
animales diabéticos el tono desarrollado fue de 0,91 ±0,08 g en las
hembras y de 1,1 ±0,2 g en los machos. Este tono activo no fue
significativamente diferente entre los distintos grupos estudiados y se
mantuvo estable durante los experimentos.
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En los segmentos de arteria renal con tono activo, la urocortina
produjo una relajación dependiente de la dosis en todos los grupos
estudiados (machos y hembras, normoglucémicos y diabéticos). En los
segmentos procedentes de los animales normoglucémicos, el efecto
máximo producido por la urocortina fue de 96 ±2% en las hembras, y de
90 ±2% en los machos. Esta relajación no fue significativamente diferente
entre machos y hembras (Figura 21). En los segmentos procedentes de
ratas macho diabéticos, el efecto producido por la urocortina no fue
significativamente diferente a la obtenida en segmentos de los animales
macho normoglucémicos (Figura 22). En cambio, el efecto máximo
inducido por la urocortina en los segmentos procedentes de ratas
hembras diabéticas (46 ±8%) fue menor (P<0,01) que el obtenido en
segmentos procedentes de las hembras normoglucémicas (96 ±0,2%)
(Figura 23).
6.- Influencia del sexo en los mecanismos de relajación
producidos por la urocortina en arterias renales
Como la urocortina no produjo efecto en las arterias a tensión basal
y sí produjo vasodilatación en las arterias con tono activo, sólo se
estudiaron los mecanismos implicados en esta vasodilatación. Asimismo,
como sólo las arterias renales mostraron diferencias en la respuesta a la
urocortina entre las ratas hembras y machos diabéticas, la influencia del
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sexo sobre los mecanismos de acción de este péptido se analizaron sólo
en este tipo de artenas de machos y hembras normoglucémicos.
En nuestro trabajo se examinó el papel del óxido nítrico, de los
prostanoides, de los canales de potasio, del AMPc, de la protein kinasa A,
del calcio intracelular, de la adenosina difosfato ribosa cíclica y de los
receptores CRF en la relajación producida por la urocortina en las arterias
renales de animales normoglucémicos y diabéticos.
a) En las arterias renales de hembras normoglucémicas, el L-
NAME a las dosis de 10"4 M y 3x10"4 M disminuyó significativamente
(P<0,01) la relajación producida por la urocortina, mientras que a la dosis
de 10"5M no modificó dicha relajación (P>0,01) (Figura 24).
El tratamiento con L-NAME a las dosis de lO^M y 3x10"* M
(Figura 25) no modificó significativamente la relajación producida por la
urocortina en las arterias renales de los machos normoglucémicos.
b) El bloqueo de los canales de potasio dependientes de calcio de
alta conductancia con caribdotoxina a las dosis de 10"7 M y 3x10'7 M
redujo significativamente la relajación con urocortina en artenas renales
tanto de hembras (P< 0,01) como de machos (P<0,05) normoglucémicos,
mientras que a la dosis de 10'8 M no modificó la respuesta (P>0,01) en
estos mismos grupos de animales (Figura 26 y 27).
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c) El inhibidor de la ciclooxigenasa meclofenamato (10'5M y 3x10"5
M) no modificó la relajación en las arterias renales tanto de hembras
como de machos normoglucémicos (P>0,01) (Figuras 28 y 29).
d) La astresina (lO^M), antagonista inespecífico de los receptores
CRF, y el a-helical (9-41) (10"6 M), antagonista selectivo del subtipo de
receptor CRF-R2, redujeron de forma significativa la relajación a la
urocortina en las arterias renales tanto de hembras como de machos
normoglucémicos (P<0,01). Sin embargo, la dosis de 10~7 M de a-helical
(9-41) no modificó la relajación en las arterias renales de hembras
normoglucémicas (P>0,01) (Figuras 30, 31, 32, y 33).
e) El inhibidor de la adenilato ciclasa SQ 22536 (3x10"4 M) redujo
significativamente la relajación a la urocortina en las arterias renales de
las hembras normoglucémicas, pero no modificó de forma significativa
dicha relajación en las arterias renales de machos normoglucémicos
(Figuras 34 y 35). El tono activo inducido por la endoteiina fue menor en
las arterias tratadas con SQ 22536 (0,43 ± 0,06 g en machos, y 0,52 ±
0,11 g en hembras) que en las arterias control (no tratadas con
SQ22536). Para evaluar si esta diferencia en el tono podía afectar a la
relajación con urocortina, se usó un grupo de segmentos controles
precontraidos con una dosis menor de endotelina-1 (3x10"10 M); en este
caso las arterias desarrollaron un tono (0,50 ±0,03 g en machos, y 0,61 ±
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0,07 g en hembras) que fue similar en los segmentos no tratados (control)
y tratados con SQ 22536. En estos segmentos con menor tono activo la
relajación producida por la urocortina fue similar a la registrada en los
segmentos controles con mayor tono activo.
f) El inhibidor de la protein kinasa A, H89 (10"6 M) redujo
significativamente la relajación producida por la urocortina en las arterias
renales de hembras normoglucémicas de (P< 0,01), e incrementó dicha
relajación en las arterias de los machos normoglucémicos (P<0,05)
(Figuras 36 y 37).
g) El antagonista de adenosina difosfato ribosa cíclica, 8 Br-cADRP
(3x10"5 M) produjo una reducción significativa de la relajación inducida por
la urocortina en las arterias renales de hembras normoglucémicas
(P<0,01), mientras que no la modificó en las arterias renales de los
machos normoglucémicos (Figuras 38 y 39).
h) Por último, la rianodina (10'6 M) redujo de forma significativa la
relajación inducida por la urocortina en las arterias renales de hembras
normoglucémicas (P< 0,05), e incrementó dicha relajación en las arterias
renales de los machos normoglucémicos (Figuras 40 y 41).
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7.- Efecto de la diabetes sobre la relajación producida por la
urocortina en arterias renales
De los cuatro lechos vasculares estudiados, sólo las arterias
renales de las hembras diabéticas presentaban alteración en la relajación
a la urocortina. Por este motivo analizamos el papel de aquellos
mecanismos que más frecuentemente se alteran en el transcurso de la
diabetes y que podían aparecer alterados en las arterias renales de las
ratas hembras diabéticas. Estos mecanismos están relacionados con la
disfunción endotelial que a menudo ocurre en la diabetes, y entre ellos
hemos estudiado el papel del óxido nítrico, de los prostanoides y de los
canales de potasio dependientes de calcio de alta conductancia. Este
estudio no se realizó en las arterias renales de los machos diabéticos
porque en éstos no se alteró la relajación producida por la urocortina.
a) En las arterias renales de hembras diabéticas el antagonista de
la sintasa del óxido nítrico L-NAME a las dosis de 10"* M y 3x10"4 M no
afectó significativamente a la relajación producida por la urocortina
(P>0.01) (Figura 42).
b) En las arterias renales de hembras diabéticas, el bloqueante
específico de los canales de potasio dependientes de calcio de alta
conductancia caribdotoxina a las dosis de 10"7 M y 3x10"7 M no modificó




c) En las arterias renales de las hembras diabéticas, el inhibidor de
la ciclooxigenasa meclofenamato a la dosis de 10"5 M no modificó la
relajación (P>0,01), pero la dosis de 3x10"5 M incrementó
significativamente la relajación a la urocortina (P<0,01) (Figura 44).
Los efectos del L-NAME, caribdotoxina y meclofenamato sobre la
relajación producida por la urocortina en las arterias renales de ratas
hembras normoglucémicas se indican en las páginas 60 y 61 y en la






















FIGURA 6. Registros de los efectos de la urocortina (10 12 -10"8 M) en
un segmento de arteria basilar de una rata hembra no diabética con
tensión basal óptima (registro superior), y en otro segmento


















FIGURA 7. Registros de los efectos de la urocortina (10 12 -10"8 M) en un
segmento de arteria coronaria descendente anterior de una rata hembra no
diabética con tensión basal óptima (registro superior), y en otra segmento






















FIGURA 8. Registros de los efectos de la urocortina (10~12 -10"8 M) en
un segmento de arteria caudal de una rata hembra no diabética con
tensión basal óptima (registro superior), y en otro segmento



















FIGURA 9. Registros de los efectos de la urocortina (10~12 -10'8 M) en
un segmento de arteria renal de una rata hembra no diabética con
tensión basal óptima (registro superior), y en otro segmento
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FIGURA 10. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10"12 -
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FIGURA 11. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10'12-
10"8 M) en segmentos de arteria basilar precontraidos con endotelina-1
(109 -10"8 M), en ratas machos normoglucémicas ( • , 5 segmentos de 5
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FIGURA 12. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria basilar precontraidos con endotelina-1
(109-10"8 M), en ratas hembras normoglucémicas ( • , 6 segmentos de 6
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FIGURA 13. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria basilar precontraidos con endotelina-1
(109 -10"8 M), en ratas machos normoglucémicas ( • , 5 segmentos de 5
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FIGURA 14. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10~12 -
10"8 M) en segmentos de arteria coronaria precontraidos con endotelina-1
(109-10'8 M), en ratas machos normoglucémicos ( • , 5 segmentos de 5
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FIGURA 15. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10~12 -
10"8 M) en segmentos de arteria coronaria precontraidos con endotelina-1
(109 -10"8 M), en ratas hembras normoglucémicas ( • , 6 segmentos de 6
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FIGURA 16. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10 -
10"8 M) en segmentos de arteria coronaria precontraidos con endotelina-1
(109 -10"8 M), en ratas machos normoglucémicos ( • , 5 segmentos de 5
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FIGURA 17. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10~12 -
10"8 M) en segmentos de arteria caudal precontraidos con endotelina-1
(109 -10"8 M), en ratas machos normoglucémicas ( • , 13 segmentos de
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FIGURA 18. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10'12 -
10"8 M) en segmentos de arteria caudal precontraidos con endotelina-1
(109 -10"8 M), en ratas hembras normoglucémicas ( • . 8 segmentos de 8
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FIGURA 19. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria caudal precontraidos con endotelina-1
(1O'g -10"8 M), en ratas machos normoglucémicos ( • , 8 segmentos de 8


























FIGURA 20. Registros de los efectos de la urocortina (10 n -10"8 M) en
un segmento de arteria renal con tensión basal óptima (registro superior),
y en segmentos precontraidos con endotelina-1 (5x10"9 M) de una hembra
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FIGURA 21. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10'12 -
10"8M) en segmentos de arteria renal precontraidos con endotelina-1 (109
-10"8 M), en ratas machos normoglucémicas ( • , 28 segmentos de 28
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FIGURA 22. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"* M) en segmentos de arteria renal precontraidos con endotelina-1 (109
-10"8 M), en ratas machos normoglucémicas ( • , 28 segmentos de 28
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FIGURA 23. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10~12 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal precontraidos con endotelina-1 (109
-10"8 M), en ratas hembras normoglucémicas ( • , 29 segmentos de 29
individuos) y en ratas hembras diabéticas ( A , 16 segmentos de 16
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FIGURA 24. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas hembras normoglucémicas
precontratos con endotelina-1 (109 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
29 segmentos de 29 individuos) y en presencia de L-NAME 10"" M ( • , 5
segmentos de 5 individuos), L-NAME 3x10"4 M ( • , 5 segmentos de 5
individuos) y L-NAME 10'5 M ( * , 4 segmentos de 4 individuos). **,
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FIGURA 25. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10~12 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas machos normoglucémicas
precontraidos con endotelina-1 (109 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
28 segmentos de 28 individuos) y en presencia de L-NAME 10"* M ( • , 6
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FIGURA 26. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas hembras normoglucémicas
precontraidos con endotelina-1 (109 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
29 segmentos de 29 individuos) y en presencia de caribdotoxina 10'7 M ( •
, 6 segmentos de 6 individuos), caribdotoxina 3x10'7 M ( • , 5 segmentos
de 5 individuos) y caribdotoxina 10"8 M (A, 5 segmentos de 5 individuos).
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FIGURA 27. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10'12 -
10"* M) en segmentos de arteria renal de ratas machos normoglucémicos
precontraidos con endotelina-1 (109 -10"* M), en ausencia (control) ( • ,
28 segmentos de 28 individuos) y en presencia de caribdotoxina 10"7M (•
, 5 segmentos de 5 individuos), caribdotoxina 3x10"7 M ( • , 5 segmentos
de 5 individuos) y caribdotoxina 10"6 M (A, 6 segmentos de 3 individuos).
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FIGURA 28. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10~12 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas hembras normoglucémicas
precontraidos con endotelina-1 (109 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
29 segmentos de 29 individuos) y en presencia de meclofenamato 10"5 M ( •
, 6 segmentos de 6 individuos) y meclofenamanto 3x10"5 M ( 4 , 5
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FIGURA 29. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas machos normoglucémicos
precontraidos con endotelina-1 (10~9 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
28 segmentos de 28 individuos) y en presencia de meclofenamato 10'5 M ( •
, 5 segmentos de 5 individuos) y meclofenamanto 3x10"5 M ( A , 6
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FIGURA 30. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10'12 -
10"* M) en segmentos de arteria renal de ratas hembras normoglucémicas
precontraidos con endotelina-1 (10"9 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
29 segmentos de 29 individuos) y en presencia de astresina lO^M (A ,7
segmentos de 7 individuos). *, **, estadísticamente significativo
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FIGURA 31. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas hembras normoglucémicas
precontraidos con endotelina-1 (10~9 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
29 segmentos de 29 individuos) y en presencia de a -helical (9-41) 10"6 M
( • , 6 segmentos de 6 individuos) y a -helical (9-41) 10"7 M ( A , 4
segmentos de 4 individuos). **, estadísticamente significativo comparado
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FIGURA 32. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10'12 -
10"* M) en segmentos de arteria renal de ratas machos normoglucémicos
precontraidos con endotelina-1 (109 -10'8 M), en ausencia (control) ( • ,
28 segmentos de 28 individuos) y en presencia de astresina 10"6 M (A ,7
segmentos de 7 individuos). **, estadísticamente significativo comparado






















UROCORTINA (- log M)
FIGURA 33. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10'12 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas machos normoglucémicas
precontraidos con endotelina-1 (10'9 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
28 segmentos de 28 individuos) y en presencia de a -helical (9-41) lO^M
( A , 6 segmentos de 6 individuos). *, estadísticamente significativo
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FIGURA 34. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10'12 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas hembras normoglucémicas
precontraidos con endotelina-1 (10~9 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
29 segmentos de 29 individuos) y en presencia de SQ22536 3x10"4 M (A,
6 segmentos de 6 individuos). *, **, estadísticamente significativo
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FIGURA 35. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10'12 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas machos normoglucémicas
precontraidos con endotelina-1 (10~9 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
28 segmentos de 28 individuos) y en presencia de SQ22536 3x10"* M ( 4 ,
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FIGURA 36. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10"'2 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas hembras normoglucemicas
precontraidos con endotelina-1 (109 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
29 segmentos de 29 individuos) y en presencia de H89 10"6 M ( A , 7
segmentos de 7 individuos) **, estadísticamente significativo comparado
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FIGURA 37. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10~12 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas machos normoglucémicas
precontratos con endotelina-1 (10"9 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
28 segmentos de 28 individuos) y en presencia de H89 10"6 M ( A , 6
segmentos de 6 individuos). *, estadísticamente significativo comparado
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FIGURA 38. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas hembras normoglucémicas
precontraidos con endotelina-1 (10'9 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
29 segmentos de 29 individuos) y en presencia de 8Br cADRP 3x10'6 M (A
, 5 segmentos de 5 individuos). **, estadísticamente significativo
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FIGURA 39. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas machos normoglucémicos
precontraidos con endotelina-1 (109 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
28 segmentos de 28 individuos) y en presencia de 8Br cADRP 3x10'5 M (A
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FIGURA 40. Resumen de la relajación producida por la urocortina (10'12 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas hembras nomnoglucémicas
precontraidos con endotelina-1 (1O'g -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
29 segmentos de 29 individuos) y en presencia de rianodina lO^M ( A ,
7 segmentos de 7 individuos). *, estadísticamente significativo comparado
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FIGURA 41. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas machos normoglucémicas
precontraidos con endotelina-1 (10~9 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
28 segmentos de 28 individuos) y en presencia de rianodina 10'6 M (A , 8
segmentos de 7 individuos). *, **, estadísticamente significativo
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FIGURA 42. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
lO'6 M) en segmentos de arteria renal de ratas hembras diabéticas
precontraidos con endotelina-1 (109 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
16 segmentos de 16 individuos) y en presencia de L-NAME 10"4 M ( • , 6
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FIGURA 43. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas hembras diabéticas
precontraidos con endotelina-1 <10'9 -10"8 M), en ausencia (control) ( • ,
16 segmentos de 16 individuos) y en presencia de caribdotoxina 10'7 M ( •
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FIGURA 44. Resumen de la relajación producida por la urocortina (1012 -
10"8 M) en segmentos de arteria renal de ratas hembra diabética
sprecontraidos con endotelina-1 (lO^-IO"8 M), en ausencia (control) ( • ,
16 segmentos de 16 individuos) y en presencia de medofenamato 10"5 M ( •
, 6 segmentos de 6 individuos) y meclofenamanto 3x10"5 M ( A , 7
segmentos de 7 individuos). **, estadísticamente significativo comparado




1.- EFECTOS VASCULARES DE LA UROCORTINA
La urocortina, descubierta en 1995, es un péptido de 40
aminoácidos que se secreta en varios tejidos (cerebro, corazón, intestino,
piel) y está presente en el plasma de los seres humanos. Este péptido
está relacionado con el CRF y se ha asociado con diversas funciones,
especialmente con la respuesta del organismo al estrés y con la
regulación del sistema cardiovascular. Su probable papel en la regulación
del sistema cardiovascular ha despertado gran interés entre los
investigadores, pero los datos disponibles con respecto a sus efectos
sobre el corazón y sobre los vasos sanguíneos son todavía escasos e
incompletos. La mayor parte de estos estudios se han llevado a cabo en
ratas, utilizando preparaciones in vivo e in vitro, y en esta especie animal
la urocortina produce vasodilatación (Terui et al., 1999). En la oveja, en
cambio, este péptido produce hipertensión arterial (Parkes et al., 1997).
Los estudios realizados en vasos sanguíneos humanos muestran que la
urocortina produce vasodilatación, como ocurre en la rata (Leitch et al.,
1998; Sanz eí al., 2002). Para saber si este péptido tiene o no un papel
significativo en la regulación cardiovascular se requieren aún más
estudios. En el presente trabajo hemos utilizado vasos sanguíneos de
rata, ya que esta especie animal es fácil de conseguir y de manejar, es
barata y es de uso común en el laboratorio para estudiar la función
cardiovascular.
El primer objetivo de nuestro trabajo fue estudiar y comparar el
efecto de la urocortina en diferentes lechos vasculares, y para ello se
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eligieron arterias cerebrales (basilar), coronarias, cutáneas (caudal) y
renales de rata. La elección de estos lechos vasculares es debido a que
los vasos cerebrales, coronarios y renales son la diana más frecuente de
la diabetes por lo que esta enfermedad se asocia a menudo con
accidentes cerebrovasculares, cardiomiopatía isquémica y fallo renal. Las
arterias cutáneas se eligieron para tener un testigo con el que comparar
los resultados en los otros tres lechos vasculares estudiados.
En primer lugar, nuestros resultados indican que la urocortina no
produce efectos en ninguno de los cuatro lechos vasculares estudiados
cuando las arterias están con tono basal. Esto sugiere que este péptido
no produce vasoconstricción cerebral, coronaria, renal ni cutánea. Todos
los estudios realizados por otros investigadores utilizando vasos
sanguíneos aislados indican que la urocortina produce vasodilatación, y
ninguno indica que produce vasoconstricción. No obstante, la inyección
de urocortina en el ventrículo lateral cerebral de ratas produce
hipertensión (Spina ef al., 1996), y la inyección intravenosa en ovejas
también produce hipertensión (Parkes et al., 1997). No se sabe porqué en
estos dos casos la urocortina produce hipertensión, tal vez ello está
relacionado con sus efectos sobre el corazón y/o estructuras del sistema
nervioso central relacionadas con la regulación del sistema
cardiovascular.
En segundo lugar, nuestros resultados indican que este péptido
produce un marcado efecto vasodilatador del lecho vascular cutáneo,
coronario, cerebral y renal. Este efecto vasodilatador es dependiente de la
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dosis y se inicia con concentraciones muy bajas (10'12M) de este péptido.
Estas concentraciones son comparables a los niveles plasmáticos
medidos en humanos en condiciones normales (Watanabe et al., 1999).
Además, se ha descrito que la urocortina se produce en ciertos tejidos,
como por ejemplo el corazón (Nishikimi eí al., 2000), y es probable que la
concentración local tisular de este péptido sea mayor que en el plasma.
Por tanto, teniendo en cuenta estos estudios, nuestros resultados
sugieren que la urocortina podría desempeñar un papel relevante en la
regulación de la circulación sistémica y en la regulación del flujo
sanguíneo cerebral, coronario, cutáneo y renal. Por otro lado, hemos
observado que la vasodilatacion producida por la urocortina difiere entre
los cuatro lechos vasculares estudiados ya que la sensibilidad y la
magnitud de la respuesta de la arteria caudal y renal fueron mayores que
las de la arteria basilar, y en esta arteria fueron aún mayores que en la
arteria coronaria. Por tanto, la respuesta vascular a la urocortina difiere
según el lecho vascular. Estudios realizados por otros investigadores
indican que la inyección intravenosa de urocortina en la rata produce
marcada hipotensión, la cual podría ser debida a una vasodilatacion
periférica (Vaughan eí al, 1995), y se ha propuesto que esta
vasodilatacion podría ocurrir principalmente en el lecho vascular
mesentérico (Parkes & May, 2000). Según nuestros resultados, el efecto
vasodilatador cerebral, coronario, cutáneo y renal también contribuiría a la
hipotensión que produce la urocortina in vivo. En este sentido, el lecho
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vascular cutáneo puede desempeñar un papel relevante porque cuando
está dilatado recibe una fracción significativa del gasto cardiaco.
Las arterias coronarias fueron las que mostraron menor respuesta
a la urocortina de los lechos vasculares estudiados en este trabajo.
Trabajos previos indican que la urocortina tiene efectos protectores en el
miocardio durante la isquemia coronaria (Brar et al, 2000), y existen otras
sustancias endógenas, además de la urocortina, con efecto
cardioprotector frente al daño inducido por la hipoxia; entre estas
sustancias están la cardiotropina-1 (Brar et al., 2001), la protein kinasa
Akt (Fujio eí al., 2000) y el interferon alfa/beta (Yang et al., 2001). La
producción de estas sustancias podría ser un mecanismo de defensa del
miocardio ante la lesión isquémica. Este aspecto podría tener importancia
por el potencial uso terapéutico de la urocortina durante el infarto de
miocardio (Latchman, 2001). Sin embargo, su efecto hipotensor y su
capacidad para producir hipertrofia del miocardio por incremento de la
síntesis proteica y por expresión de péptidos específicos como el péptído
natriurético auricular (Nishikimi eí al., 2000) representan serios
inconvenientes para su posible uso terapéutico. Los presentes resultados
apoyan la idea de que la administración de urocortina en pacientes con
isquemia coronaria podría tener efectos adversos sobre la perfusión
coronaria, donde la vasodilatación directa podría ser pequeña mientras
que el efecto vasodilatador sistémico y consiguiente hipotensión podría
ser más marcado. Este efecto vasodilatador sistémico podría desviar flujo
sanguíneo a otros territorios vasculares (esplácnico, cutáneo) acentuando
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la isquemia del miocardio. Nuestros resultados en la arteria coronaria son
comparables a los obtenidos por Huang ef al, (2002), quienes observaron
que la urocortina también produce vasodilatación coronaria en la rata.
Huang eí al, 2002 observaron una sensibilidad similar y un efecto máximo
mayor que los observados en el presente estudio.
En la arteria basilar el efecto vasodilatador de la urocortina fue
más marcado que en las arterias coronarias, similar a la de la arteria renal
y menor que en la arteria caudal. Esto sugiere, por tanto, que la urocortina
tiene un considerable efecto vasodilatador cerebral. Nuestros resultados
en la arteria basilar son similares a los descritos por Schilling eí al, (1998)
en la arteria basilar de rata, y ambos estudios indican que la relajación
producida por la urocortina en este lecho vascular se inicia con un rango
de concentraciones del péptido de 10'10 -10"12 M. La urocortina está
presente en muchas regiones del cerebro de la rata, como por ejemplo el
núcleo de Edinger-Westphal, oliva superior lateral (Vaughan ef al., 1995),
sustancia negra, área tegmental ventral, núcleos del rafe dorsal y medial
(Kozicz eí al., 1998; Yamamoto eí al., 1998) y el hipotálamo (Oki eí al.,
1998). En el cerebro humano aparece inmunorreactividad a la urocortina y
a su RNAm en todas las regiones examinadas, con mayor concentración
en las cortezas frontal y temporal y en el hipotálamo (Takahashi eí al.,
1998). Por consiguiente, la urocortina puede liberarse en el cerebro y
actuar como un regulador local del flujo sanguíneo cerebral. Puesto que la
liberación de urocortina puede estar asociada a la respuesta al estrés,
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cabe suponer que en esta situación aumentaría la producción de este
péptido e incrementaría el flujo sanguíneo cerebral.
En la arteria caudal (cutánea) fue donde la urocortina produjo
mayor relajación, indicando que en este lecho vascular produce una
pronunciada vasodilatación. Nuestros resultados son similares a los
observados por Lubomirov et al, (2001) en este lecho vascular, y ambos
estudios muestran que este péptido produce una relajación dependiente
de la dosis y que esta relajación se inicia con la dosis de 10"10-10"12 M.
Además, teniendo en cuenta que el efecto máximo en este tipo de arterías
fue aproximadamente el 100% y que el lecho cutáneo recibe un marcado
porcentaje del gasto cardiaco, se podría sugerir que este péptido
interviene en la regulación de la circulación sistémica. Como la circulación
cutánea está asociada con la regulación de la temperatura corporal, el
efecto vasodilatador de la urocortína en este lecho facilitaría la eliminación
del exceso de calor que se suele producir en las situaciones de estrés,
situación en la que aumenta la producción de urocortina.
En lo que se refiere a la arteria renal, la urocortina también
produce una marcada relajación con un efecto máximo que fue mayor que
en la arteria coronaria, fue similar al observado en la arteria basilar y fue
menor que el observado en la arteria caudal. Por tanto, la urocortina
produce una notable vasodilatación renal. Los ríñones son imprescindibles
para regular la composición y el volumen del líquido extracelular,
manteniendo estable el medio interno. Teniendo en cuenta que en las
personas adultas los ríñones reciben 1.2-1.3 litros de sangre por minuto,
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lo que supone el 20-25% del gasto cardiaco, nuestros resultados sugieren
que la urocortina podría tener un papel relevante en la regulación de la
circulación renal y como consecuencia en la regulación de la circulación
sistémica. Aunque existen diversos estudios dirigidos a examinar el efecto
de distintas sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras sobre el lecho
vascular renal (Moreno ef al, 2003; Vargas et al, 1996; Yousif eí al, 2002;
Vargas et al, 1994), hasta donde nosotros sabemos no existen trabajos
donde se analicen los efectos de la urocortina sobre este lecho vascular.
Por tanto, nuestros resultados en la arteria renal constituyen una
aportación novedosa con respecto al conocimiento de los efectos
vasculares de la urocortina.
En resumen, la urocortina produce vasodilatación en los lechos
vasculares estudiados (cerebral, coronario, cutáneo y renal) y como la
urocortina está presente en el plasma y se produce en ciertos tejidos
(miocardio, piel, intestino, cerebro) es probable que este péptido
intervenga en la regulación de la circulación sistémica y local. Por tanto, la
urocortina es un péptido endógeno que debe ser tenido en cuenta en la
regulación del sistema cardiovascular.
2.- INFLUENCIA DEL SEXO EN LOS EFECTOS VASCULARES
DE LA UROCORTINA
Otro objetivo del presente estudio fue analizar si el sexo influye o
no en los efectos vasculares de la urocortina. Nuestros resultados indican
que el efecto vasodilatador (sensibilidad y efecto máximo) de este péptido
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fue similar en la arteria basilar, coronaria, caudal y renal de ratas machos
y de ratas hembras normoglucémicos, sugiriendo que el sexo no influye
en la magnitud de la respuesta vasodilatadora a la urocortina en
condiciones normales. Esto no descarta que el sexo influya en los
mecanismos que intervienen en esta vasodilatación.
La influencia del sexo en los mecanismos Implicados en la
vasodilatación producida por la urocortina se estudió sólo en la arteria
renal porque la diabetes no afectó la respuesta a la urocortina en la arteria
basilar, coronaria y caudal, pero si la afectó en la arteria renal de hembras
y no de machos. A continuación comentamos los mecanismos
examinados en nuestro trabajo.
En primer hay que señalar que la relajación inducida por la
urocortina en la arteria renal estaría mediada por la activación de
receptores CRF del subtipo CRF-R2 tanto en machos como en hembras
normoglucémicos. Esta sugerencia se basa en que esta relajación se
bloqueaba en las arterias renales de ambos sexos con astresina,
antagonista de los subtipos receptoriales CRF-Ri y CRF-R2 (Gulyas eí al.,
1995), y con a -helical (9-41), antagonista más específico del subtipo
CRF-R2 (Kishimoto eí al., 1985). Estos resultados confirman lo descrito en
otros estudios donde se afirma que la urocortina produce sus efectos
vasculares a través de la activación del subtipo de receptor CRF-R2
(Parkes eí al., 2001). En ratas, el subtipo CRF-R2a está localizado
principalmente en el tejido cerebral (Chalmers ef al., 1995) mientras que
el subtipo CRF-R2fi es predominante en otros tejidos, como por ejemplo
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en el corazón (Perrin ef al., 1995), tracto gastrointestinal, músculo
esquelético, epidídimo, arteriolas cerebrales, pulmón, ovarios y plexo
coroideo (Lovenberg ef al., 1995; Perrin ef al., 1995; Kishimoto ef al.,
1995; Stenzel ef al., 1995; Nozu ef al., 1999; Palchaudhuri ef al., 1999).
Los prostanoides probablemente no participan en la relajación de
las arterias renales producida por la urocortina en ambos sexos, ya que
dicha relajación no se modificó con el meclofenamato ni en machos ni en
hembras normoglucémicos. Los resultados disponibles con respecto a la
participación de los prostanoides en la vasodilatación a la urocortina son
discrepantes ya que existen estudios indicando que en la arteria coronaria
descendente anterior de rata aislada la relajación no se modificaba con
indometacina (Huang et al, 2002), mientras que en la circulación coronaria
del corazón de rata aislado la relajación in vitro a la urocortina se reduce
tras la inhibición de la ciclooxigenasa, sugiriendo por tanto que la
vasodilatación de este lecho vascular está mediada por la liberación de
prostaglandinas vasodilatadoras (Terui ef al., 2001). Utilizando otros
lechos vasculares como por ejemplo la vena safena humana se ha
observado que la relajación a la urocortina se potencia en presencia de
meclofenamato sugiriendo que esta relajación está modulada por
prostanoides vasocontrictores (Sanz ef al, 2002). Por tanto, de estos
estudios cabe deducir que la urocortina puede inducir la liberación de
prostanoides dilatadores (en arterias) o constrictores (en venas)
dependiendo del tipo de vaso sanguíneo, y quizá también del territorio
vascular o la especie animal.
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Con respecto al papel de los canales de potasio de alta
conductancia dependientes de calcio, hemos observado que en las
arterias renales procedentes de ratas machos y hembras
normoglucémicas la relajación producida por la urocortina podría estar
mediada por la activación de este tipo de canales. Esta sugerencia se
basa en que dicha relajación se inhibía con caribdotoxina. Estos
resultados concuerdan con los observados en la arteria basilar de rata
(Schilling eí a/., 1998) y en la vena safena humana (Sanz eí a/., 2002), en
los que también se sugiere que los canales de potasio de alta
conductancia dependientes de calcio participan en la relajación inducida
con urocortina. Sin embargo, datos obtenidos en la arteria coronaria de
rata sugieren que son otro tipo de canales de potasio los que están
implicados en la relajación producida por este péptido (Huang ef a/., 2002;
Huang ef al., 2003), sugiriendo que podrían existir diferencias regionales
con respecto al tipo de canales de potasio implicados en la vasodilatación
inducida por la urocortina. Además, nuestros resultados también sugieren
que el antagonismo producido por la caribdotoxina en la relajación a la
urocortina en las arterias renales puede ser diferente en función del sexo
ya que en las ratas machos la caribdotoxina reduce la sensibilidad;
mientras que en las hembras se reduce el efecto máximo. Por tanto, en
las arterias renales de rata podrían existir diferencias en relación con el
sexo en la participación de los canales de potasio en función de la
concentración de urocortina. En resumen, la mayoría de los estudios
concuerdan en que los canales de potasio, de uno u otro tipo, están
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implicados en la vasodilatación producida por la urocortina, por lo que es
posible que este sea uno de los principales mecanismos de acción de
este péptido.
Se acepta en general que el óxido nítrico desempeña un papel
clave en la respuesta vascular, y los datos disponibles sugieren que el
sexo puede influir en la respuesta vascular debido principalmente a las
diferencias que existen en la capacidad del endotelio vascular para liberar
óxido nítrico. Parece ser que esta capacidad es mayor en los vasos
sanguíneos de las hembras debido a la acción de las hormonas sexuales
femeninas (Maddox et al., 1987; Stallone ef al., 1991; Hayashi eí al.,
1992; Kauser& Rubanyi, 1994; Hayashi et al., 1992; Gisclard etal., 1988;
Kauser & Rubanyi, 1995). Varios estudios han mostrado que la
vasodilatación mediada por el óxido nítrico suele ser mayor en arterias de
hembras que en arterias de machos (ver Kauser & Rubanyi, 1997). Sin
embargo, en el caso de la vasodilatación independiente del óxido nítrico
no parece influir el sexo, puesto que la relajación de las arterias
mesentérícas de rata con isoproterenol (Kahonen ef a/, 1998), de las
arterias coronarias de rata con el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (Sheykhzade & Nyborg, 1998), de las arterias coronarias
porcinas con prostaciclina ( Barber & Miller, 199), y de la arteria mamaria
interna humana con nitroprusiato sódico (Dignan ef al, 1992) fue similar
en machos y en hembras. En lo que se refiere a la urocortina, se ha
demostrado que la relajación producida por este péptido es independiente
del óxido nítrico en la vena safena humana (Sanz ef al., 2002) y de las
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arterias basilar (Schilling ef al., 1998) y caudal (Lubomirov eí al., 2001) de
rata. Existen varios estudios en los que se demuestra la posible influencia
de las hormonas sexuales en la síntesis de óxido nítrico endotelial, y la
existencia de diferencias en el papel del endotelio en la modulación del
tono vascular en función del sexo (Maddox eí al., 1987; Stallone eí al.,
1991; Hayashi eí al., 1992; Kauser & Rubanyi, 1994). Estos estudios
sugieren que la producción de óxido nítrico es mayor en las hembras que
en los machos, lo cual se ha asociado con las hormonas sexuales
femeninas, principalmente el estradiol-17(5 (Hayashi et al., 1992; Gisclard
etal., 1988; Kauser & Rubanyi, 1995).
El óxido nítrico parece participar en la relajación producida por la
urocortina en las arterias renales de las ratas hembras normoglucémicas,
ya que en este caso el L-NAME redujo esa relajación (Sanz eí al., 2003).
Sin embargo, en las arterias renales de las ratas macho normoglucémicas
el L-NAME no modificó la relajación a la urocortina, sugiriendo que en
este caso el óxido nítrico no está involucrado en esa relajación. Esto nos
indica que el papel del óxido nítrico en la vasodilatación renal producida
por la urocortina difiere según el sexo. Aunque el L-NAME inhibió la
relajación a la urocortina en las arterias renales de las hembras, esta
inhibición fue parcial y la urocortina seguía produciendo una relajación
apreciable en presencia del L-NAME. Esto sugiere que otros mecanismos,
además de la producción de óxido nítrico, pueden estar implicados en la
vasodilatación renal inducida por la urocortina en las hembras.
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En el músculo liso arterial, el AMPc puede mediar relajación a
través de diferentes mecanismos, por ejemplo a través de la fosforilación
y consiguiente apertura de canales de potasio dependientes de calcio
(Kca2+); la apertura de este tipo de canales produce hiperpolarización de la
célula y en consecuencia vasodilatación (Knot eí al., 1998; Benham eí al.,
1986; Jaggar eí al., 2000; Porter ef al., 1998). También existen evidencias
de que la activación de los canales Kca2+ puede ocurrir a partir de la
liberación de Ca2+ del retículo sarcoplásmico desencadenada por la
activación de los receptores de la rianodina (Jaggar eí al., 2000; Valdivia
eí ai, 1995). Otros estudios han identificado la adenosina difosfato ribosa
cíclica como el regulador principal del funcionamiento de los receptores
de la rianodina en diversas preparaciones, incluido el músculo liso
vascular (Lee eí al., 1989; Lee, 1997; Galione eí al., 1991; Lee eí al.,
1993), y se ha demostrado la participación de la adenosina difosfato
ribosa cíclica en la liberación de Ca2+del retículo sarcoplásmico tanto del
músculo cardiaco (Cui ef al., 1999; Higashida eí al., 2001) como del
músculo liso arterial (Kuemmerle & Makhlouf, 1995; Prakash eí al., 1998;
Wilson eí al., 2001; Dipp & Evans, 2001). No obstante, también se ha
observado que la dilatación de arterias pulmonares de rata está mediada
por la adenilato ciclasa y por la producción de adenosina difosfato ribosa
cíclica (Boittin eí al., 2003). En las arterias renales de las ratas hembras,
observamos que la relajación en respuesta a la urocortina dependía de la
síntesis de AMPc y de la activación de la protein kinasa A, ya que dicha
relajación se reducía con inhibidores de sus respectivas enzimas, SQ2256
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y H89. La relajación de las arterias renales de ratas hembras también se
inhibió con el 8Br-cADRP, que es un antagonista de la adenosina
difosfato ribosa cíclica. Asimismo, la relajación en respuesta a la
urocortina en las arterias renales de las ratas hembras normoglucémicas
se produciría también mediante liberación de calcio del retículo
sarcoplásmico, ya que dicha relajación se inhibía con rianodina, sustancia
que vacía los depósitos de calcio del retículo sarcoplásmico. Por tanto,
nuestros resultados en conjunto sugieren que el mecanismo de la
relajación producida por la urocortina en la arteria renal de la rata hembra
normoglucémica sería el siguiente: la urocortina se une al receptor CRF-
R20 y activa la adenilato ciclasa, y en consecuencia se produce
incremento de AMPc que estimula la protein kinasa A; esta enzima activa
la síntesis de adenosina difosfato ribosa cíclica, la cual estimula los
receptores de rianodina del retículo sarcoplásmico, se libera Ca2* que
activa los canales de potasio dependientes de calcio de alta conductancia
y se produce hiperpolarización de la célula de músculo liso y
vasodilatación (Figura 45). Un mecanismo similar se ha propuesto para la
relajación provocada por la estimulación /3-adrenérgica de las arterias
pulmonares de rata (Boittin et al., 2002).
En las arterias renales de las ratas machos normoglucémicas la
relajación a la urocortina difiere de lo que ocurre en las ratas hembras






FIGURA 45. Resumen del mecanismo que se propone para explicar la acción de la urocortina en la arteria renal de ratas hembras (3)
y machos ( *) normoglucémcicos (AC: adenilato ciclasa; PKA: protein kinasa A; ADRPc: adenosina difosfato ribosa cíclica)
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mediada por el AMPc, ni por la protein kínasa A ni por la liberación de
calcio del retículo sarcoplásmico, ya que en este caso la relajación no se
reducía con SQ22536, H89, 8 Br-cADPR ni rianodina. Nuestros resultados
no llegan a esclarecer el mecanismo implicado en la vasodilatación renal
producida por la urocortina en machos, pero como se ha indicado
previamente los canales de potasio dependientes de calcio de alta
conductancia podrían estar involucrados en la relajación producida por la
urocortina en la arteria renal tanto de machos como de hembras. Por
tanto, este tipo de canales sería el estadio final y común en las arterias
renales de ambos sexos para relajarse en respuesta a la urocortina, pero
el camino para llegar a este estadio sería diferente en machos y hembras
(Figura 45). A diferencia de las hembras, en los machos la activación de
los receptores CRF-R2 abriría dichos canales de forma independiente de
AMPc, quizá a través de la proteina G que acopla el receptor de forma
directa al canal de potasio (Figura 45) como parece ocurrir con los
receptores beta adrenérgicos en el músculo liso de las arterias coronarias
(Scornik et al., 1993; Ahn ef al., 1995). Además, también se ha
observado que en la arteria renal de los machos la rianodina
curiosamente incrementó la relajación producida por la urocortina. Como
la rianodina vacía los depósitos del calcio del retículo sarcoplásmico y el
retículo sarcoplásmico parece ejercer un efecto amortiguador de los
niveles de calcio citoplásmático, se puede sugerir que en las arterias
renales de las ratas machos normoglucémicas la rianodina actuaría
aboliendo dicho efecto amortiguador. En el músculo liso vascular, la
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rianodina puede incrementar o disminuir la contracción producida por el
potasio o la noradrenalina dependiendo del tipo de arteria (Asano &
Nomura, 2000), probablemente porque disminuye la liberación de Ca2+
desde el retículo sarcoplásmico y al mismo tiempo elimina el efecto
amortiguador de este retículo sobre las concentraciones de Ca2* en el
citoplasma. Basado en estos estudios, nuestros resultados sugieren que
en las arterias renales de las hembras la rianodina disminuiría los
niveles de Ca2* del citoplasma, mientras que en las de los machos la
rianodina aumentaría dichos niveles.
Mientras que la implicación de la protein kinasa A en la relajación
de las arterias renales de las hembras parece estar clara, esta implicación
en la relajación de las arterias renales de los machos es más confusa. En
los machos la inhibición de la protein kinasa A con H89 incrementaba la
relajación, y la inhibición del AMPc y de la adenosina difosfato ribosa
cíclica no modificaba la relajación. Esto hace suponer que la apertura de
los canales de potasio dependientes de calcio en la arteria renal de
machos se produce por un mecanismo diferente que en las hembras
(véase página 119, Figura 45). En el caso de los machos la protein kinasa
A disminuiría la actividad de los canales de potasio dependientes de
calcio por lo que actuaría contraponiéndose a la relajación. Se ha
observado en el miometrio de rata que la protein kinasa A mediante la
fosforialación directa de dichos canales produce activación o inactivación
de dichos canales, en función del estado hormonal (gestante o no
gestante) (Pérez & Toro, 1994). La activación de los canales de potasio
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dependientes de calcio en el caso de las ratas macho se produciría por un
mecanismo independiente de protein kinasa A, de forma similar a como
se ha descrito en el músculo liso de las vías respiratorias donde se ha
observado que la activación de dichos canales se producía en parte por
un mecanismo independiente de la protein kinasa A (Kume et al., 1994).
Como se ha indicado con anterioridad, el un análisis de los
mecanismos implicados en la relajación producida por la urocortina se
llevó a cabo sólo en las arterias renales porque en este lecho fue donde
encontramos diferencias en la afectación durante el transcurso de la
diabetes en función del sexo. No debemos descartar, sin embargo, que en
los restantes lechos vasculares también existan diferencias en el
mecanismo de la relajación en respuesta a la urocortina en función del
sexo. Nuestros datos obtenidos en la arteria renal nos ayudan a
comprender porqué la incidencia de enfermedades cardiovasculares
difiere de forma significativa entre hombres y mujeres. Aunque
tradicionalmente se han asociado los estrogenos con un incremento en la
producción de óxido nítrico, en las arterias renales de las ratas hemos
observado que además de que la producción de óxido nítrico difiere entre
ambos sexos, también aparecen diferencias en otros mecanismos de la
vasodilatación en función del sexo.
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3.- EFECTOS DE LA DIABETES EXPERIMENTAL EN LA
ACCIÓN VASCULAR DE LA UROCORTINA
Las diferencias observadas entre sexos con respecto a los
mecanismos de la relajación producida por la urocortina en la arteria renal
puede relacionarse con diferencias en las alteraciones que se producen
en dicho territorio vascular en el transcurso de procesos patológicos tales
como la diabetes mellitus. Nuestro estudio muestra que la diabetes
experimental no altera la respuesta a la urocortina en las arterias basilar,
coronaria y caudal de ratas machos y hembras, pero sí alteró la respuesta
en las arterias renales de las ratas hembras y no en las de los machos.
Esta observación podría ser relevante para entender la fisiopatología de la
vasculopatía diabética en general y de la nefropatía diabética en
particular.
La diabetes puede afectar a la vasodilatación dependiente de
endotelio ya que disminuye el papel del óxido nítrico en la vasodilatación
sin afectar la vasodilatación independiente del endotelio (véase Pieper,
1998). Por tanto, la diabetes afectaría preferentemente la respuesta de
aquellos vasos donde el óxido nítrico juega un papel más destacado.
Dado que la relajación en respuesta a la urocortina en las arterias basilar
(Schilling ef al., 1999) y caudal (Lubomirov et al., 2001) es independiente
de endotelio, cabe esperar que esta relajación no se afecte durante la
diabetes, ni tampoco sea diferente entre machos y hembras. Esta
suposición se confirma con nuestros resultados en dichos tipos de arterias
ya que la diabetes no alteró los efectos de la urocortina en las arterias
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basilar y caudal de machos y hembras. En el caso de la arteria coronaria,
estudios previos han observado que la relajación a la urocortina depende
en parte del endotelio (Huang et al., 2002) y en parte es independiente del
endotelio, teniendo lugar a través de la activación de canales de potasio
(Huang eí al., 2003). Asimismo, se ha observado que la relajación
dependiente de endotelio inducida con acetilcolina en la arteria coronaria
de rata no se modifica durante el transcurso de la diabetes. En
concordancia con estos estudios, nuestros resultados muestaran que la
diabetes no altera los efectos de la urocortina en los vasos coronarios de
ratas hembras y machos.
La alteración de la relajación en respuesta a la urocortina
observada en las arterias renales procedentes de las hembras diabéticas
podría estar relacionada con una reducción en la liberación de óxido
nítrico, ya que en este caso el L-NAME no modificó esta relajación. Esto
contrasta claramente con el hecho de que este inhibidor de la síntesis de
óxido nítrico sí que disminuía esa relajación en las arterias renales de
hembras normoglucémicas. Estos resultados concuerdan con las
observaciones que sugieren que la diabetes reduce la liberación de óxido
nítrico en lechos vasculares tales como el mesentérico, coronario, renal...
(véase de Vriese ef al., 2000, y Pieper, 1998). Se ha sugerido que la
diabetes podría reducir la función del óxido nítrico en la vasodNatación
actuando a tres niveles: 1) disminuyendo la síntesis del óxido nítrico en
las células endoteliales (Chang & Stevens, 1992; Langenstroer & Píeper;
1992); 2) disminuyendo la biodísponibilidad del óxido nítrico una vez
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liberado, como consecuencia de su inactivación por productos derivados
de la glucosilación avanzada o por radicales libres (Pieper ef al., 1992), y
3) disminuyendo la sensibilidad del "receptor", es decir, de la guanilato
ciclasa de la célula muscular lisa al óxido nítrico. Es importante señalar
que la severidad de las alteraciones del endotelio puede ser diferente en
función del lecho vascular estudiado, del sexo y de la duración de la
diabetes (Pierper, 1998). Las modificaciones observadas en las arterias
renales de las hembras en el transcurso de la diabetes están en
concordancia con otros estudios en los que se señala que la alteración es
más frecuente en las hembras que en los machos, tal como se deriva de
los efectos de la acetilcolina en la arteria basilar (Mayhan et al., 2002) y
aorta (Pinna et ai, 2001) de rata, así como en la relajación producida por
ia metacoüna en la circulación de la pierna de humanos (Steinberg ef al.,
2000).
Otro mecanismo que podría explicar el efecto adverso de la
diabetes sobre la relajación producida por la urocortina en las arterias
renales de ratas hembras es la alteración de la activación de los canales
de potasio durante esta enfermedad. Esta sugerencia se basa en que la
caribdotoxina, bloqueante de los canales de K* dependientes de Ca2+ de
alta conductancia, no modificó esa relajación en las arterias renales de
ratas hembras diabéticas, contrariamente a lo encontrado en las arterias
renales de las hembras normoglucémicas donde sí inhibió dicha
relajación. Se ha descrito que la diabetes produce alteración en la
relajación mediada por canales de potasio en la aorta (Glocker & Quast,
126
Discusión
1997; Kamara ef al., 1989) y en las arterias caudal (Wang et al., 2001),
coronaria (Bouchard ef al., 1999) y carótida (Kamara era/., 2000) de rata.
Estudios previos han observado en las células de músculo liso de las
arterias cerebrales de ratas diabéticas que los peroxinitritos (ONOO)
procedentes de la reacción del anión superóxido con el óxido nítrico
inhiben las propiedades de este tipo de canales (Brzezinska er al., 2000).
Por tanto, cabe sugerir que en las arterias renales de las ratas hembras
diabéticas aumente la formación de radicales libres con disminución del
óxido nítrico e incremento de los peroxinitritos, todo lo cual llevaría la
alteración de la conductividad de los canales de K* dependientes de Ca2+
de alta conductancia, y ésto a su vez a la disminución observada en la
relajación producida por la urocortina en estas arterias. Asimismo como es
posible que parte del efecto relajador de la urocortina se produzca a
través óxido nítrico con implicación de canales de K\ cabe proponer que
sea la disminución del óxido nítrico lo que explique gran parte de la
disminución del efecto de la urocortina en las arterias renales de las
hembras diabéticas, sin que ello necesariamente requiera que estén
alterados dicho tipo de canales de potasio. No obstante, no podemos
descartar que el exceso de peroxinitritos puedan también alterar la
conductividad de los mencionados canales de potasio.
Los prostanoides también podrían estar relacionados con la
reducción producida por la diabetes en la relajación inducida por la
urocortina en las arterias renales de ratas hembras. Nuestros estudios
con meclofenamato indican que esta sustancia incrementa la respuesta
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en dichas arterias durante la diabetes pero no durante la normoglucemia,
sugiriendo que en esta situación patológica se incrementaría la liberación
de prostanoides vasoconstrictores. Existen estudios previos realizados en
aorta de conejo donde se describe el incremento de prostanoides
vasoconstrictores durante la diabetes (Tesfamariam et al., 1991;
Tesfamariam et al., 1989). El incremento en la producción de
prostanoides vasoconstrictores contribuiría a la disminución observada
por nosotros en la vasodilatación producida por la urocortina en las
arterias renales de hembras diabéticas. En este sentido se ha observado
que en la aorta y en las arterias cerebrales y mesentéricas la relajación
producida por sustancias distintas a la urocortina se normaliza en
presencia de indometacina o del antagonista del receptor del tromboxano
(Tesfamariam et al., 1989; Mayhan eí al., 1991; Dai eí al., 1993; Shimizu
ef al., 1993). Los estudios relacionados con el papel de los prostanoides
son muy escasos, y nuestros resultados no nos permiten aventurar si el
incremento de prostanoides vasoconstrictores está o no vinculado a la
disminución del óxido nítrico y a la alteración de la conductividad de los
canales de potasio dependientes de calcio de alta conductancia.
Los resultados de nuestro trabajo contribuyen a consolidar la idea
de que en el transcurso de la diabetes se altera la función vascular y que
esta alteración difiere en función del sexo. Se ha descrito que en las
mujeres diabéticas es mayor la incidencia de las enfermedades
cardiovasculares que en los hombres diabéticos (Goldschmid et al., 1994;
Seeman eí al., 1993). En este sentido, la diabetes eliminaría la "ventaja"
128
Discusión
que presentan las mujeres premenopáusicas con respecto a la incidencia
de las enfermedades cardiovasculares. Existen varios trabajos
experimentales dirigidos a examinar la influencia del sexo en la respuesta
vascular durante la diabetes. Bolego eí al. (1999) observaron que el
tratamiento de ratas diabéticas con estrógenos mejoraba la vasodilatación
dependiente de óxido nítrico. De forma similar, existen estudios realizados
en vasos sanguíneos periféricos humanos (Lim et al., 1999; Steinberg eí
al., 2000) y en arteria basilar de rata (Mayhan eí al., 2002) en los que se
observa que la diabetes anula las diferencias sexuales en la
vasodilatación dependiente de óxido nítrico. En el presente estudio se
demuestra que en el caso de las arterias renales la relajación producida
por la urocortina aparece disminuida de forma llamativa en las ratas
hembras diabéticas, debido en parte a la disminución de la participación
del óxido nítrico y en parte a la alteración en la activación de los canales
de potasio y al incremento de los prostanoides vasoconstrictores. Sin
embargo, en las arterias renales de machos la relajación a la urocortina
no se modifica en el transcurso de la diabetes, debido quizá a que los
mecanismos de acción de este péptido, especialmente el papel óxido
nítrico, varía con el sexo de los individuos.
Para el conocimiento de la fisiopatología de las alteraciones
vasculares inducida por la diabetes puede ser útil el uso de herramientas
nuevas. Este podría ser el caso de la urocortina la cual es una sustancia
de reciente descubrimiento que presenta marcados efectos vasculares y
cuyos efectos parecen alterarse en la diabetes. El hecho de que sean las
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arterias renales y no las cerebrales, coronarias y cutáneas donde hemos
observado que la diabetes altera la relajación a la urocortina puede estar
relacionado con la duración de la diabetes, y quizá el lecho vascular renal
sea más sensible que los otros lechos vasculares a los efectos adversos
de esta enfermedad. Nuestro estudio en los animales diabéticos se realizó
después de 6 semanas de diabetes, y cabe suponer que manteniendo los
animales con diabetes durante más tiempo se produzcan alteraciones
también en los otros lechos vasculares, ya que son también diana de los




La urocortina es un péptido relacionado con el factor de liberación
de corticotropina (CRF) que puede intervenir en la regulación
cardiovascular. El objetivo de nuestro estudio fue analizar los efectos
vasculares de la urocortina así como la influencia del sexo y la
repercusión de la diabetes mellitus en esos efectos. Para ello, se
utilizaron arterias basilar, coronaria, caudal y renal de ratas machos y
hembras, normoglucémicas y diabéticas. Las arterias se montaron en
baños de órganos para el registro de la tensión ¡sométrica, y la diabetes
se indujo mediante inyección intraperitoneal de estreptozotocina.
Los RESULTADOS obtenidos fueron los siguientes:
1. En los cuatro tipos de arterias con tensión basal, la urocortina
(10'12-10"8M) no produjo ningún efecto, mientras que en los cuatro tipo de
arterias con tono activo inducido con endotelina-1 (10~9 - 10'8 M) este
péptido produjo relajación dependiente de la dosis.
2. La relajación producida por la urocortina fue similar en las
arterias de ratas machos y hembras. Según los valores de la pD2 el orden
de sensibilidad fue el siguiente: caudal>renal=basilar>coronaria para
ambos sexos, y según el efecto máximo el orden fue el siguiente:
caudal=renal=basilar>coronaria también en ambos sexos.
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3. Con respecto a los mecanismos implicados en la relajación
producida por la urocortina en las arterias renales observamos lo
siguiente: a) en ambos sexos, la relajación se bloqueó con los
antagonistas de los receptores CRF (astresina y a-helical (9-41) y el
bloqueante de los canales de potasio dependientes de calcio de alta
conductancia (caribdotoxina), y no se modificó con el inhibidor de la
ciclooxigenasa (meclofenamato); b) en las ratas hembras, la relajación se
redujo con el inhibidor de la sintasa del óxido nítrico (L-NAME), con el
inhibidor de adenilato ciclasa (SQ22536), con el inhibidor de la protein
kinasa A (H89), con el regulador de los niveles de calcio (rianodina) y con
el inhibidor de la adenosina difosfato ribosa cíclica (8Br-cADRP), y c) en
los machos, la relajación no se modificó con el inhibidor de la sintasa del
óxido nítrico (L-NAME), ni con el inhibidor de la adenilato ciclasa
(SQ22536) ni con el inhibidor de la adenosina difosfato ribosa cíclica (8Br-
cADRP), mientras que se incrementó con el regulador de los niveles de
calcio (rianodina) y con el inhibidor de la protein kinasa A (H89).
4. En las ratas diabéticas la relajación a la urocortina no estaba
alterada en las arterias basilar, coronaria y caudal de machos y hembras,
pero estaba disminuida en las arterias renales sólo de las ratas hembras.
En las arterias renales de ratas hembras diabéticas la relajación
producida por la urocortina no se modificó con el inhibidor de la sintasa
del óxido nítrico (L-NAME) ni con el bloqueante de los canales de potasio
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dependientes de calcio de alta conductancia (caribdotoxina), mientras que
se incrementó con el inhibidor de la ciclooxigenasa (meclofenamato).
Estos resultados nos permiten llegar a las siguientes
CONCLUSIONES:
1. La urocortina posee un marcado efecto vasodilatador cerebral,
coronario, renal y cutáneo, cuya magnitud difiere según el lecho vascular,
pero es similar en ambos sexos. Esto sugiere que este péptido puede
intervenir en la regulación de la circulación sistémica y en la regulación
del flujo sanguíneo cerebral, coronario, renal y cutáneo.
2. El sexo no parece influir en la magnitud de los efectos
vasculares de la urocortina pero si podría influir en los mecanismos
implicados en esos efectos, al menos en algunos lechos vasculares (p.e.
el renal). En el lecho vascular renal de las hembras el efecto de la
urocortina está mediado por la activación de los receptores CRF- R20, por
el óxido nítrico y por el incremento de AMPc; este incremento del AMPc
activaría la protein kinasa A y la producción de adenosina difosfato ribosa
cíclica, lo cual induciría la liberación de calcio del retículo sarcoplásmico y
en consecuencia la activación de los canales de potasio dependientes de
calcio. En el caso de los machos, el efecto de la urocortina está mediado
por la activación de los receptores CRF- R^, pero es independiente del
óxido nítrico, del AMPc y de la liberación de Ca2* del retículo
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sarcoplásmico; la activación de los canales de potasio dependientes de
calcio se haría a través de un mecanismo independiente del AMPc.
3. De los cuatro lechos vasculares estudiados, la diabetes
experimental afectó a la vasodilatación producida por la urocortina sólo en
las arterias renales de hembras pero no en las de los machos. En las
ratas hembras diabéticas, la vasodilatación producida por la urocortina en
las arterias renales está disminuida debido probablemente a que
disminuye la liberación de óxido nítrico, se incrementa la de prostanoides
vasoconstrictores y se alteran los canales de potasio dependientes de
calcio de alta conductancia, y
4. Por último, este estudio contribuye a conocer los efectos
vasculares de la urocortina, así como la influencia del sexo y la
repercusión de la diabetes en esos efectos. Este trabajo aporta
especialmente dos aspectos novedosos respecto a la urocortina: 1) el
efecto vasodilatador de este péptido en el lecho cerebral, coronario y
cutáneo no depende del sexo ni se altera durante la diabetes, y 2) en el
lecho vascular renal, la vasodilatación producida por la urocortína
presenta diferentes mecanismos de acción en función del sexo, y se
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